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Depuis quelques années, le récepteur opioïdergique delta (DOPR) apparaît 
comme une alternative intéressante dans le traitement de la douleur puisque son 
utilisation est accompagnée de moins d'effets secondaires qu'avec les traitements 
opioïdergiques actuels, ciblant principalement le récepteur opioïdergique mu (MOPR). 
Par contre, les agonistes sélectifs pour DOPR n'ont que très peu d'effets chez les 
animaux sains en raison d'une faible expression membranaire du récepteur. Depuis 
quelques années, un nombre croissant d'études se sont intéressées à l'adressage de 
DOPR et les résultats montrent que différentes situations peuvent moduler son 
expression à la membrane plasmique. Mes travaux de thèse se sont donc intéressés à la 
régulation de DOPR dans un contexte de traitement de la douleur.
En premier lieu, nous avons montré que les agonistes sélectifs pour DOPR 
soulagent l'hyperalgésie thermique induite par l'inflammation et que cet effet est 
conservé lors d'un traitement prolongé. À l'opposé, les effets antinociceptifs et moteurs 
de la deltorphine sont rapidement soumis à la tolérance. La dichotomie observée quant 
au développement de la tolérance pour les effets des agonistes DOPR suggère que des 
mécanismes de régulation différents s'opèrent lors de l'activation soutenue de DOPR.
Dans un deuxième temps, nous avons montré que des agonistes sélectifs pour 
DOPR et MOPR, inhibent les comportements douloureux ainsi que l'activation neuronale 
(c'est-à-dire l'expression de c-fos) induits par la formaline ou la capasïcine. De plus, les 
agonistes DOPR et MOPR empêchent la relâche de substance P via l'inhibition des fibres 
afférentes primaires, ce qui confirme leur localisation sur les fibres peptidergiques. Par 
ailleurs, puisque les agonistes DOPR et MOPR ont des actions similaires sur la relâche de 
substance P, nos résultats proposent une colocalisation de DOPR et MOPR.
L'ensemble de ces résultats contribuent à élargir nos connaissances sur les rôles 
et la régulation de DOPR dans le but d'en faire une cible thérapeutique pour le 
traitement de la douleur chronique.
Mots clés : Récepteur couplé aux protéines G, analgésie, opioïde, adressage, récepteur 
opioïdergique delta, récepteur opioïdergique mu, interactions.
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1. I n t r o d u c t io n
1.1 La DOULEUR
Selon l'association internationale pour l'étude de la douleur (IASP), la douleur est 
« une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée à des lésions tissulaires 
réelles ou potentielles ou décrites en des termes évoquant de telles lésions ». Elle a 
pour but de protéger l'organisme contre d'éventuelles atteintes en plus de favoriser la 
guérison en cas de blessure. En conditions normales, son rôle est donc bénéfique et 
souhaitable.
1 .1 .1  T r a n s m is s io n  d e  la  d o u le u r
Pour être perçue, la douleur doit d'abord être détectée par les terminaisons 
nerveuses présentes en périphérie. Les stimuli thermiques, chimiques ou mécaniques 
activent nocicepteurs (les récepteurs spécialisés dans la perception de stimuli 
douloureux), dans un phénomène appelé nociception (Julius et Basbaum, 2001) (voir la 
Figure 1).
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Figure 1 : Représentation schématique des nocicepteurs. Les nocicepteurs sont des 
récepteurs spécialisés dans la perception de stimuli douloureux de nature chimique, 
thermique ou mécanique. Une fois activés, ces récepteurs vont entraîner la génération 
d'un potentiel d'action par les neurones qui les expriment, qui se traduira en influx 
nerveux. Figure tirée de (Julius et Basbaum, 2001).
2L'activation des nocicepteurs entraîne la génération d'un potentiel d'action qui 
sera propagé le long des neurones des fibres afférentes sous forme d'influx nerveux. Il 
existe trois types de fibres; tandis que les fibres Aa et AP sont plutôt impliquées dans la 
transmission de stimuli non douloureux tel que le toucher léger et la proprioception, les 
fibres Aô et C sont requises pour la perception de la douleur. Les fibres nociceptives sont 
de plus petits diamètre que les fibres Aa et Ap et sont peu ou pas myélinisées (Julius et 
Basbaum, 2001). Les corps cellulaires des neurones des afférences primaires sont 
regroupés dans des structures appelées ganglions spinaux (DRG; dorsal root ganglion) et 
le diamètre de ces neurones dépend de leur degré de myélinisation (voir la Figure 2).
F ig u r e  2
T A IIE A U  1.1 Fibres nerveuses somatiques
A*
Type de libres
Diamètre 6 012 pm 
myélinisées
Vitesse de conduction 35 à 7 5  m/s
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0,2 è 1,5 pm 
amyélinfques





Figure 2 : Classification des types de fibres afférentes périphériques. Il existe trois 
types de fibres afférentes, classées selon leur taille, leur degré de myélinisation et les 
stimuli qui les activent. Les fibres Aa et AP sont très myélinisées et servent à détecter 
des stimuli non douloureux tels que le toucher léger. Quant à elles, les fibres A6 sont 
faiblement myélinisées alors que les fibres C ne le sont pas, et toutes deux sont 
impliquées dans la transmission de stimuli douloureux. Figure tirée de (Beaulieu, 2005).
3Une fois arrivé au niveau de la terminaison axonale, l'influx nerveux entraîne la 
dépolarisation de la membrane et la libération de neurotransmetteurs. Ces derniers 
seront relâchés dans la fente synaptique située au niveau de la moelle épinière où il y 
aura relâche de différents neurotransmetteurs. D'ailleurs, les substances relâchées 
permettent une deuxième classification des neurones des ganglions spinaux. Les 
neurones peptidergiques vont libérer la substance P (SP), le CGRP ainsi que le glutamate 
et expriment le récepteur au facteur de croissance neuronal (NGF), le TrkA. Les fibres 
non peptidergiques, quant à elles, libèrent le glutamate et expriment le récepteur 
purinergique P2X3 ainsi que le récepteur Ret (récepteur du GNDF) en plus d'avoir la 
capacité de lier l'isolectine B4 (IB4). Bien qu'il soit possible de diviser les afférences 
primaires selon ces catégories assez précises, il existe un certain recoupement entre les 
neuropeptides libérés et les récepteurs exprimés par les neurones (McMahon et 
Koltzenburg, 2006), tel qu'illustré à la Figure 3. De plus, d'importantes différences sont 
observées selon les espèces étudiées. En effet, il a été montré que chez la souris, les 
fibres peptidergiques (positives pour SP et CGRP) sont négatives pour un marqueur des 
fibres non-peptidergiques, l'isolectine B4 (Silverman et Kruger, 1990). Par contre, chez le 
rat, la ségrégation des neurones peptidergiques n'est pas aussi nette que chez la souris 
puisque plusieurs neurones de DRG sont positifs à la fois pour IB4 et SP/CGRP (Price et 
Flores, 2007).












Figure 3: Représentation schématique des différentes populations de neurones des 
ganglions spinaux. Les pourcentages représentent la proportion relative de la 
population en question par rapport au nombre total de neurones. Les neurones 
contenant des neurofilaments (NF200) ont des axones myélinisées et font 
majoritairement partie des fibres Ap. Les neurones peptidergiques (libération de SP et 
CGRP) expriment le récepteur au NGF (TrkA), tandis que les fibres non peptidergiques 
(libération de glutamate) lient l'isolectine IB4 et expriment les récepteurs au GDNF (Ret) 
et purinergique (P2X3). Les étiquettes indiquent les marqueurs associés à certaines 
populations de neurones alors que les récepteurs aux facteurs de croissance exprimés 
par les neurones sont inscrits autour du cercle. Ce diagramme illustre le chevauchement 
qu'il existe entre les populations de neurones. Figure tirée de (McMahon et 
Koltzenburg, 2006).
En plus de la transmission ascendante de l'information douloureuse, l'activation 
des fibres afférentes produira une sensibilisation localisée. Ceci est dû à la libération de 
facteurs inflammatoires en périphérie (potassium, prostaglandines, bradykinine, 
histamine, substance P, sérotonine), menant au recrutement des nocicepteurs
5avoisinant le site de blessure. Ainsi, le site de la lésion et les régions avoisinantes 
présenteront une diminution du seuil de douleur définie comme étant de Yhyperalgésie 
qui peut être de nature thermique ou mécanique (Beaulieu, 2005). La Figure 4 montre 
les facteurs inflammatoires libérés lors de l'activation des nocicepteurs.








Histamine (  • •
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Figure 4 : Médiateurs inflammatoires libérés en périphérie lors de l'activation des 
nocicepteurs. Une fois le stimulus douloureux perçu par les nocicepteurs, il y aura non 
seulement transmission ascendante du signal, mais aussi relâche de neurotransmetteurs 
directement au site de blessure. Ces substances entraîneront le recrutement des cellules 
immunitaires qui libéreront des médiateurs inflammatoires. L'ensemble de ces 
événements conduira, entre autres, à une sensibilisation via le recrutement des 
nocicepteurs avoisinant le site de blessure. Figure provenant de (Basbaum et al., 2009).
6Les terminaisons des fibres afférentes font synapse principalement dans les 
laminae superficielles (l-ll) de la moelle épinière. À cet endroit se trouvent les récepteurs 
aux neurotransmetteurs, exprimés sur les neurones de second ordre (Hunt et Mantyh,
2001). La Figure 5 illustre les fibres afférentes et le relais avec les neurones de deuxième 
ordre au niveau de la moelle épinière. Les neurones de la moelle épinière, une fois 
activés, vont à leur tour générer un potentiel d'action puis un influx nerveux qui servira 
à acheminer l'information nociceptive jusqu'au cerveau, où son analyse sera complétée 
(Hunt et Mantyh, 2001).
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Figure 5 : Transmission du signal nociceptif entre les neurones des afférences 
primaires et ceux de la moelle épinière. Une fois l'influx nerveux acheminé jusqu'à la 
terminaison axonale des neurones des afférences primaires, la dépolarisation au niveau 
de la synapse entraînera la libération de neurotransmetteurs qui seront libérés dans la 
fente synaptique. Ces substances pourront se lier à leurs récepteurs situés sur les 
neurones de deuxième ordre principalement dans les laminæ l-ll de la moelle épinière. 
L'activation des neurones permettra la transmission de l'information douloureuse 
jusqu'au thalamus et l'aire parabrachiale. Figure tirée de (Hunt et Mantyh, 2001).
7En plus de la transmission du message nociceptif, il y aura activation des 
contrôles endogènes de la douleur qui auront pour effet de réduire les signaux 
nociceptifs en provenance de la périphérie. Cette action se fera via la libération de 
neurotransmetteurs qui se lieront directement sur les neurones afférents ou via 
l'activation d'interneurones inhibiteurs (GABAergiques). Ces neurotransmetteurs, tel 
que la noradrénaline, la sérononine et les opioïdes, vont agir à tous les niveaux du relais 
de transmission de la douleur, tel qu'illustré à la Figure 6.
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Figure 6 : Schéma des contrôles endogènes de la douleur. Suite à la réception de 
signaux nociceptifs, les contrôles endogènes de la douleur sont activés, ce qui entraîne 
la libération de certains neurotransmetteurs tels que la noradrénaline, la sérotonine et 
les enképhalines. Ces substances auront pour effet d 'inhiber les fibres nociceptives pour 
ainsi diminuer l'acheminement de l'information douloureuse et réduire la douleur 
ressentie. Figure tirée de (Beaulieu, 2005)
91 .2  L a  RÉALITÉ CLINIQUE DE LA DOULEUR
Bien que la douleur physiologique soit nécessaire à l'organisme, il existe 
certaines situations où elle devient pathologique. C'est le cas lorsque la douleur dure 
plusieurs mois (Turk et Melzack, 2001) ou lorsqu'elle persiste au-delà du délai normal de 
guérison (Melzack et Wall, 1988). Certaines conditions pourront donc conduire au 
développement de l'allodynie mécanique ou thermique, décrite comme étant une 
sensation douloureuse causée par une stimulation non nociceptive.
Au Canada, 29% des gens sont touchés par la douleur chronique (Moulin et al.,
2002) et une augmentation de 70% des cas de douleur chronique est prévue d'ici 20 ans, 
en raison du vieillissement de la population. La douleur chronique est un véritable 
fardeau pour qui en souffre, puisque l'accomplissement de fonctions aussi simples que 
les tâches quotidiennes devient quasiment impossible (Karoly et Ruehlman, 
2007,Statistique-Canada, 2010). Il va sans dire que la majorité des patients devront 
s'absenter du travail à de nombreuses reprises en raison de la maladie, ce qui entraîne 
des coûts importants pour l'état (Stewart et al., 2003,Breivik et al., 2006,Côté et al., 
2008,Statistique-Canada, 2010). De plus, huit visites chez le médecin sur dix ont pour 
raison des symptômes de douleur. Aux États-Unis, les coûts directs et indirects de la 
douleur chronique sont estimés à 100 milliards de dollars US par année (Stewart et al., 
2003,McCarberg et Billington, 2006).
En plus des importants désagréments causés par la douleur en soi, certaines 
comorbidités sont souvent présentes chez les patients souffrant de douleur chronique. 
C'est le cas notamment pour des problèmes de santé tel que les troubles du sommeil, 
de fatigue et les problèmes d'alimentation (Cosby et al., 2005). Par ailleurs, la santé 
mentale peut aussi être ébranlée, entraînant le développement de maladies telles que 
l'anxiété et la dépression (Ratcliffe et al., 2008,Statistique-Canada, 2010). Ces 
pathologies associées vont habituellement aggraver l'état des patients et peuvent 
parfois amplifier les symptômes douloureux. De plus, une médication adéquate visant à
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soulager les comorbidités doit être prescrite, engendrant certains effets secondaires 
indésirables.
Actuellement, selon l'organisation mondiale de la santé, le traitement de la 
douleur d'intensité faible à modérée se fait grâce à l'utilisation d'aspirine, de 
paracétamol et d'anti-inflammatoires non-stéroïdiens. Lorsque l'intensité de la douleur 
devient modérée à sévère, l'usage d'opioïdes faibles comme la codéine et le tramadol 
est suffisante. Par contre, en cas de douleur d'intensité sévère, l'utilisation d'opioïdes 
forts comme la morphine, le fentanyl et l'hydromorphone s'avère nécessaire. Ces 
composés font partie des plus puissants analgésiques actuellement disponibles. Une 
représentation de l'échelle de traitement de la douleur est présentée à la Figure 7.
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Figure 7 : Échelle de traitements de la douleur selon l'organisation mondiale de la 
santé (OMS). Selon l'intensité de la douleur ressentie, les traitements sont divisés en 
trois niveaux. Lorsque la douleur est d'intensité faible à modérée, les anti­
inflammatoires non-stéroïdiens sont utilisés. Dans les cas de douleur d'intensité 
modérée à sévère, la prescription d'opioïdes légers comme la codéine et le tramadol est 
nécessaire. Finalement, lorsque la douleur est sévère l'utilisation des opioïdes forts 
comme la morphine, le fentanyl ou hydromorphone s'avère nécessaire.
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1 .3  Les récepteurs  o p io ïd e r g iq u e s
Les premières études de liaison réalisées sur des extraits de cerveau de rongeurs 
et d'intestin de cobaye ont permis de montrer de manière biochimique la présence de 
sites de liaison des opioïdes (Pert et Snyder, 1973,Simon et al., 1973,Terenius, 1973). Ce 
n'est que quelques années plus tard que l'existence de trois récepteurs opioïdergiques 
distincts a été montrée, suite à des études de liaison sur membranes de cerveaux de 
cobaye (Kosterlitz et Leslie, 1978,Chang et Cuatrecasas, 1979). Des études suggèrent 
qu'il y aurait en fait plusieurs sous-types de récepteurs opioïdergiques (pour une revue 
voir (Law et al., 2000b)), mais les études de clonage moléculaire ont permis d'identifier 
DOPR (Evans et al., 1992,Kieffer et al., 1992), KOPR (Minami et al., 1993,Yasuda et al., 
1993) et MOPR (Chen et al., 1993,Fukuda et al., 1993,Wang et al., 1993). Il a d'ailleurs 
été proposé récemment que les différents sous-types de récepteurs (ex. récepteurs 
delta 1 versus delta 2) seraient en fa it des hétéromères de récepteurs opioïdergiques 
plutôt que des entités distinctes (van Rijn et al., 2010). Les récepteurs opioïdergiques 
sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) partageant 60% d'homologie de 
séquence, dont les portions les plus similaires sont situées dans les segments 
transmembranaires et les boucles intracellulaires (Figure 8)(Kane et al., 2006).
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Figure 8 : Modèle de la structure primaire des récepteurs opioïdergiques. Les cercles 
contiennent les lettres correspondant aux acides aminés et les lignes vertes indiquent le 
début et la fin des hélices. Les cercles gris correspondent aux résidus conservés par les 
trois récepteurs (mu, delta et kappa), les cercles noirs montrent les résidus communs à 
une majorité de RCPG de la classe de la rhodopsine et les cercles rouges représentent 
les acides aminés importants dans la liaison du ligand. Les cercles blancs représentent 
les acides aminés uniques à DOPR. Figure tirée de (Kane et al., 2006)
Le système opioïdergique endogène comprend plusieurs ligands qui ont été 
identifiés par purification d'extraits de cerveau. Les enképhalines (ENK) (Hughes et al., 
1975) lient préférentiellement DOPR (Chang et Cuatrecasas, 1979,Chang et al., 1981), 
alors que la |3-endorphine ((3-END) se lie surtout sur MOPR (Dhawan et al., 1996). La 
dynorphine (DYN), quant à elle, est sélective pour KOPR (Goldstein et al., 1979,Goldstein 
et al., 1981). Par contre, ces ligands présentent une sélectivité limitée et lient 
presqu'aussi bien les trois récepteurs opioïdergiques. Récemment, deux autres opioïdes 
endogènes ont été identifiés dans des cerveaux de mammifères, soit les 
endomorphines-1 et -2, et il a été montré que ces ligands ont une grande affinité pour
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MOPR (Zadina et al., 1997). Par contre, leur existence reste controversée puisqu'aucun 
gène n'a été identifié à ce jour et qu'il n'existe pas de preuve irréfutable de leur 
libération in vivo. Finalement, bien qu'il ne s'agisse pas d'un ligand endogène chez les 
mammifères, il a été montré que la deltorphine est un agoniste naturel pour DOPR. Ce 
peptide provient de la peau d'amphibien et possède une grande sélectivité et affinité 
pour le récepteur opioïdergique delta (Kreil et al., 1989). Les opioïdes endogènes sont 
produits à partir de précurseurs protéiques qui se doivent d'être clivés pour libérer les 
fragments opioïdergiques. Ainsi, la proopiomélanocortine est clivée en une multitude de 
fragments actifs dont la (3-END (Shimizu et al., 2007), alors que la prodynorphine permet 
de générer les DYN A et B. Le clivage de la dynorphine permet de générer une molécule 
de Leu-ENK, mais il ne s'agirait pas de la principale source de Leu-ENK endogène (Hauser 
et al., 2005). Les enképhalines proviennent du clivage de la proenképhaline et chaque 
précurseur donne quatre molécules de Met-ENK et une de Leu-ENK (Mansour et al., 
1988). La génération des opioïdes endogènes suite au clivage des précurseurs est 
présentée à la Figure 9.
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Figure 9 : Représentation des précurseurs des opioïdes endogènes. Les opioïdes 
endogènes proviennent du clivage de précurseurs protéiques. A La P-endorphine (|3- 
END) provient de la proopiomélacortine (Figure tirée de (Shimizu et al., 2007)), alors que 
les dynorphines (DYN) A et B sont issues de la prodynorphine, tel qu'illustré en B (Figure 
provenant de (Hauser et al., 2005)). C La proenképhaline, suite à son clivage, produit 
cinq enképhalines (ENK) dont quatre molécules de Met-ENK et une de Leu-ENK (Figure 
issue de (Hwang et al., 2007)).
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Suite à la découverte des ligands endogènes, l'utilisation de ligands 
pharmacologiques a rapidement pris place puisqu'elle permettait des actions via un seul 
des récepteurs opioïdergiques. Le DPDPE ((2-D-penicillamin, 5-D-penicillamin)- 
enkephalin) (Mosberg et al., 1983) et la deltorphine étaient les peptides les plus utilisés 
dans l'étude du rôle de DOPR dans le contrôle de la douleur (Gaveriaux-Ruff et Kieffer, 
2011). Par contre, leur nature peptidique est rapidement devenue une lim ite dans les 
études in vivo, ce qui a conduit à la synthèse d'agonistes non peptidiques. Ainsi, le 
SNC80 et le BW373U86 (Chang et al., 1993,Bilsky et al., 1995) ainsi que l'antagoniste 
naltrindole (Portoghese et al., 1988) sont des ligands sélectifs pour DOPR plus stables 
qui peuvent être utilisés lors d'injections systémiques. Par la suite, une multitude 
d'agonistes DOPR ont été générés, tels que le SB-235863 (Petrillo et al., 2003), la 
DValAla-Enk (Brainin-Mattos et al., 2006), le NIH 11082 (Aceto et al., 2007), le AR- 
M100390 (Pradhan et al., 2009), le ADL5747 (Le Bourdonnec et al., 2009), le JNJ- 
20788560 (Codd et al., 2009), le « 8ème composé » (Jones et al., 2009) et le KNT-127 
(Saitoh et al., 2011). Selon la nature du composé, l'administration peut se faire de façon 
systémique, locale ou à l'intérieur du système nerveux central (intrathécale, 
intracérébroventriculaire ou directement dans certains noyaux cérébraux). Un schéma 
résumant les différents agonistes sélectifs pour DOPR et les voies d'administration 
décrites dans la littérature est présenté à la Figure 10.
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Figure 10 : Sites d'action des agonistes sélectifs pour DOPR. L'utilisation des divers 
ligands sélectifs pour DOPR a permis d'étudier les effets analgésiques dus à l'activation 
de DOPR. Selon la nature du composé, l'administration peut se faire de façon 
systémique, locale ou à l'intérieur du système nerveux central (intrathécale, 
intracérébroventriculaire ou directement dans certains noyaux cérébraux). Schéma tiré 
de (Gaveriaux-Ruff et Kieffer, 2011).
Les premières études de signalisation, menées sur des lignées cellulaires, ont 
permis de montrer que les récepteurs opioïdergiques sont des récepteurs couplés aux 
protéines G0/G j puisque leurs effets sont bloqués par la toxine de Pertussis (PTX)(pour 
une revue, voir (Law et al., 2000b)). De plus, l'activation des récepteur opioïdergiques 
est associée à une inhibition de l'adénylate cyclase (AC) puisque dans les cellules 
NG108-15, il a été montré que l'application d'étorphine réduit l'activation de l'AC 
induite par le fluorure de sodium ou les prostaglandines (Sharma et al., 1977). 
L'activation des récepteurs opioïdergiques est aussi associée à une modulation des 
canaux ioniques. En effet, dans les cellules NG108-15 différenciées, l'application de 
DADLE (un agoniste MOPR) entraîne l'inhibition des canaux calciques voltage- 
dépendants (Hescheler et al., 1987), alors que l'application de DAMGO (un agoniste
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MOPR) ou de DPDPE (un agoniste DOPR) augmente les courants potassiques (inwardly 
rectifying potassium channels) à la membrane de neurones de rat (North et al., 1987). 
Ces effets sur les canaux ioniques réduisent l'excitabilité neuronale, permettant entre 
autres une diminution de la transmission des signaux nociceptifs. Finalement, il a été 
montré pour la première fois que le DAMGO et le DPDPE activent la cascade des 
p42/p44MAP*. Cette étude a été réalisée dans les cellules CHO (Chinese hamster ovary) 
transfectées avec les récepteurs opioïdergiques (Fukuda et al., 1996).
1 .3 .1  R éc e p te u r  o p io ïd e r g iq u e  K a p p a
Les études d'hybridation in situ, de liaison ou d'immunohistochimie ont permis 
de montrer que KOPR est notamment localisé dans des régions du système nerveux 
central impliquées dans la douleur. Ainsi, on le retrouve dans le cortex, l'amygdale, 
l'hypothalamus, l'aire périaqueducale grise (Mansour et al., 1987,Mansour et al., 
1994,Arvidsson et al., 1995c). Au niveau de la moelle épinière, KOPR est localisé 
presqu'exclusivement sur les neurones des laminae superficielles de la corne dorsale 
ainsi que dans la lamina X (Gouarderes et Cros, 1984,Gouarderes et al., 
1985,Gouarderes et al., 1986). Par contre, il a été montré par études de liaison que 
KOPR n'est pas exprimé de façon homogène le long de la moelle épinière puisque son 
expression est plus importante au niveau des segments lombo-sacral et thoracique 
(Gouarderes et Cros, 1984). KOPR est aussi retrouvé sur les afférences primaires 
(Riviere, 2004).
Les agonistes sélectifs pour KOPR possèdent des propriétés analgésiques 
intéressantes lorsqu'ils sont administrés par voie intraveineuse (Hunter et al., 1990) ou 
injectés localement (Hunter et al., 1990,Keita et al., 1995). Par ailleurs, l'utilisation 
d'agonistes sélectifs pour KOPR ne passant pas la barrière hémato-encéphalique a 
permis de montrer que l'activation du récepteur kappa permet le soulagement efficace 
de la douleur (Machelska et al., 1999,Sandner-Kiesling et al., 2002,Eisenach et al., 
2003,Tao et al., 2008,Vanderah et al., 2008).
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Malheureusement, les effets analgésiques des agonistes sélectifs pour kappa 
s'accompagnent d'importants effets secondaires tels que des effets psychomimétiques 
(Pfeiffer et al., 1986), de la dysphorie (perturbation de l'humeur caractérisée par un 
sentiment déplaisant et dérangeant de tristesse, d'anxiété, de tension, d'irritabilité) 
(Pande et al., 1996), une rigidité musculaire (Gallantine et Meert, 2008) ou des 
céphalées (Eisenach et al., 2003). L'utilisation des agonistes sélectifs pour KOPR comme 
analgésique s'avère donc envisageable uniquement pour des composés ayant une 
action locale ou ne passant pas la barrière hématoencéphalique.
1.3.2 R é cep teu r op io ïd erg iq u e  Mu
La localisation de MOPR a aussi été déterminée à l'aide d'hybridation in situ, 
d'études de liaison et d'immunohistochimie. Ces études ont permis de montrer que 
MOPR se retrouve entre autres dans les régions impliquées dans la douleur, telles que 
l'amygdale, le cortex, l'hippocampe, l'hypothalamus et le thalamus (Mansour et al., 
1987,Mansour et al., 1994,Arvidsson et al., 1995b,Mansour et al., 1995). Dans la moelle 
épinière, l'expression de MOPR est concentrée au niveau des laminae superficielles des 
cornes dorsales (Gouarderes et al., 1985,Arvidsson et al., 1995b,Honda et Arvidsson, 
1995). Le retrait des afférences primaires par rhizotomie dorsale a permis de montrer 
une diminution de la liaison des agonistes MOPR au niveau de la moelle épinière. Ces 
résultats indiquent donc qu'une partie du marquage de MOPR dans les laminæ 
superficielles correspond en fait à la présence de MOPR sur les terminaisons des 
afférences primaires (Zajac et al., 1989,Gouarderes et al., 1991,Stevens et Seybold, 
1995). Dans les DRG, la présence de MOPR a été rapportée dans les neurones de petit et 
large diamètre (Wang et Wessendorf, 2001,Wang et al., 2010), alors que d'autres 
groupes ont montré qu'il est exprimé presqu'uniquement dans les neurones de petit 
diamètre (Ji et al., 1995,Scherrer et al., 2009).
Les agonistes sélectifs pour MOPR (par exemple la morphine, le fentanyl ou la 
codéine) sont sans contredit les plus puissants analgésiques connus à ce jour (Bodnar,
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2007). Ils sont utilisés couramment en clinique et possèdent d'excellentes propriétés 
analgésiques, autant chez l'humain que dans les modèles animaux. Malgré les effets 
analgésiques intéressants des agonistes sélectifs pour MOPR, leur utilisation entraîne 
aussi divers effets secondaires. La constipation, le plus commun d'entre eux, les nausées 
et la sédation ne sont que quelques exemples des effets indésirables engendrés par 
l'utilisation des agonistes MOPR (Lawlor et Bruera, 1998). De plus, l'utilisation prolongée 
des agonistes s'accompagne du développement de la tolérance analgésique (Onofrio et 
Yaksh, 1983,Krames et al., 1986), définie comme étant une atténuation progressive des 
effets d'une molécule, nécessitant l'augmentation des doses dans le but d'obtenir le 
même effet (South et Smith, 2001). Comme les effets secondaires ne sont pas soumis à 
la tolérance, ils seront ressentis par le patient de façon de plus en plus prononcée, à 
mesure que les doses seront augmentées pour maintenir l'analgésie nécessaire. En 
raison de ces effets indésirables, le tiers des patients souffrant de douleur chronique 
choisissent de quitter le traitement opioïdergique (Devulder et al., 2005). Les recherches 
se sont donc orientées vers des thérapies alternatives permettant l'utilisation 
d'analgésiques causant moins d'effets secondaires.
1 .3 .3  R éc epteu r  o p io ïd e r g iq u e  D e l t a
Suite à des études d'hybridation in situ, de liaison et d'immunohistochimie, il a 
été montré que DOPR se trouve aussi dans des régions du cerveau impliquées dans le 
contrôle de la douleur. C'est le cas notamment du cortex, de l'amygdale, de 
l'hippocampe et du thalamus (Mansour et al., 1987,Gouarderes et al., 1993,Mansour et 
al., 1994,Arvidsson et al., 1995a,Bausch et al., 1995,Mansour et al., 1995,Zhang et al., 
1998,Cahill et al., 2001a). Dans la moelle épinière, les résultats montrent que DOPR est 
exprimé principalement dans les neurones des laminae superficielles des cornes dorsales 
ainsi qu'au niveau des neurones moteurs dans la corne ventrale (Gouarderes et Cros, 
1984,Gouarderes et al., 1985,Dado et al., 1993,Honda et Arvidsson, 1995,Zhang et al., 
1998,Cahill et al., 2001a). Tout comme MOPR, le retrait des afférences primaires par
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rhizotomie diminue la liaison des agonistes DOPR au niveau de la moelle épinière, 
indiquant qu'une partie du marquage de DOPR dans les cornes dorsales est dû à sa 
présence sur les terminaisons des afférences primaires (Zajac et al., 1989,Gouarderes et 
al., 1991). Dans les ganglions spinaux, la présence de DOPR a été montrée (Mennicken 
et al., 2003), mais comme dans le cas de MOPR, il existe des différences entre les 
résultats obtenus par les groupes de recherche. Alors que certains ont noté la présence 
de DOPR uniquement dans les neurones de DRG de petit diamètre (Ji et al., 1995,Zhang 
et al., 1998,Scherrer et al., 2009), d'autres l'ont observé dans tous les types de neurones 
de DRG (Wang et Wessendorf, 2001,Mennicken et al., 2003,Gendron et al., 2006,Wang 
et al., 2010).
Dans les années 1980, il a été montré chez l'humain que l'injection intrathécale 
de DADLE permet un soulagement efficace de la douleur due au cancer (Onofrio et 
Yaksh, 1983,Moulin et al., 1985,Krames et al., 1986). Ces données d'une importance 
capitale ont ouvert la porte à l'étude du rôle du récepteur opioïdergique delta dans le 
traitement de la douleur dans différents modèles animaux. Chez les animaux sains, les 
agonistes sélectifs pour DOPR possèdent des propriétés analgésiques dans différents 
modèles de douleur aigüe. En effet, il a été montré que le SNC-80 augmente le temps de 
latence lors du test de la plaque chaude (Baker et al., 2002) ou du test de retrait de la 
queue (Bilsky et al., 1995,Fraser et al., 2000). De la même façon, la deltorphine possède 
de bonnes propriétés analgésiques dans le test de retrait de la queue (Fraser et al., 
2000,Hosohata et al., 2000), en plus de diminuer les comportements douloureux chez 
les souris ayant reçu une injection intraplantaire de formaline (Bilsky et al., 1996,Chiba 
et al., 1996,Hammond et al., 1998,Kovelowski et al., 1999,Kabli et Cahill, 2007). Des 
résultats similaires ont été obtenus dans le test à la formaline suite à l'injection 
intrathécale de DPDPE (Ossipov et al., 1996) ou à l'injection sous-cutanée de TAN-67 
(Kamei et al., 1997). Dans un modèle de constriction abdominale chez le rat, il a été 
montré que le SNC80 (Gallantine et Meert, 2005) et le JNJ-20788560 (Codd et al., 2009) 
diminuent les comportements douloureux induits par l'injection intra-abdominale d'une 
solution acide.
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Dans des modèles de douleur inflammatoire, l'efficacité analgésique de 
différents agonistes sélectifs pour DOPR a aussi été montrée. En effet, ces ligands 
diminuent l'hyperalgésie thermique (Fraser et al., 2000,Hurley et Hammond, 2000,Codd 
et al., 2009) et mécanique (Aceto et al., 2007,Le Bourdonnec et al., 2008,Codd et al., 
2009) induites par le CFA. De façon similaire, les agonistes delta réduisent l'hyperalgésie 
due à l'inflammation induite par la capsaïcine (Brandt et al., 2001a) ou la carragénine 
(Stewart et Hammond, 1994,Petrillo et al., 2003). De plus, l'efficacité analgésique des 
agonistes sélectifs pour DOPR a été montrée dans des modèles de douleur 
neuropathique puisqu'ils réduisent l'allodynie mécanique (Nichols et al., 1995,Sohn et 
al., 2000,Petrillo et al., 2003,Holdridge et Cahill, 2007,Kabli et Cahill, 2007,Codd et al., 
2009) et thermique (Sohn et al., 2000,Mika et al., 2001,Holdridge et Cahill, 2007) 
causées par la neuropathie. Finalement, des études récentes ont montré que l'efficacité 
analgésique des agonistes sélectifs pour DOPR s'étend jusqu'aux modèles animaux de 
douleur due au cancer (Baamonde et al., 2005,Brainin-Mattos et al., 2006,Otis et al., 
2011). Le tableau 1 présente un résumé des effets analgésiques des agonistes sélectifs 
pour DOPR.
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T a b l e a u  1
Agoniste Modèle de douleur Espèce Modalité de douleur Référence
DPDPE/DSLET Formaline Rat (Obara et o/., 2009)
Capsaïcine Rat (Saloman e t a i,  2011)
Inflammatoire Rat M (Stein et al., 1989)
Souris T (Hervera é ta l., 2009)
Rat M (Zhou e t al., 1998)
Neuropathique Souris T, M, C (Hervera et al., 2010)
Rat T, M (Obara et al., 2009)
Rat C (Mika et al., 2001)





(Morinville e t al., 2003) 
(Bilsky et a i,  1996) 
(Cahill et al., 2001b) 
(Pradhan e t a i,  2006)
Inflammatoire Rat T (Fraser et al., 2000)
Rat T (Hurley et Hammond, 2000)
Rat T (Cahill et al., 2003)
Rat T (Gendron et al., 2007a)
Rat M (Otis e t al., 2011)
Rat T (Beaudry et al., 2009)
Souris T (Gendron et al., 2007b)
Souris T (Dubois et Gendron, 2010)
Neuropathique Rat C (Mika et al., 2001)
Rat M, C (Holdridge et Cahill, 2007)
Rat M (Kabli et Cahill, 2007)
Cancer Rat M (Otis e t al., 2011)
SNC80 Formaline Souris
Rat
(Barn et al., 2001) 
(Obara et al., 2009)
Hyperaigésie induite par le GDNF Rat M (Joseph et Levine, 2010)
Hyperalgésie induite par le NGF Rat M (Joseph et Levine, 2010)
Hyperaigésie induite par la PGE2 Singe T (Brandt et al., 2001a)
Rat M (Pacheco et Duarte, 2005)
Aliodynie induite par la DynA Rat M (Kawaraguchi et a i ,  2004)
Inflammatoire Singe T (Brandt et a i,  2001a)
Rat T (Fraser et a i,  2000)
Rat M (Cao et a i, 2001)
Rat T (Gallantine et M eert, 2005)
Souris T (Gendron et a i,  2007b)
Souris T,M (Gaveriaux-Ruff e t a i,  2008)
Souris T,M (Pradhan e t a i,  2009,Pradhan et a i,  2010)
Neuropathique Souris M (Scherrer et a i,  2009)
Singe T (Brandt et a i,  2001a)
Souris M (Scherrer et a i,  2009)
Souris T,M (Gaveriaux-Ruff e t a i,  2011)
Rat T,M (Obara et a i,  2009)
Tan-67 Formaline Souris (Barn et a i,  2001)
Neuropathie diabétique Souris T (Kamei e t a i,  1997)
SB-235863 Inflammatoire Rat T (Petrillo et a i,  2003)
Rat T (Beaudry et a i,  2009)
Neuropathique Rat T (Petrillo et a i,  2003)
DValAla-Enk Cancer Souris M (Brainin-Mattos e t a i,  2006)
AR-M100390 Inflammatoire Souris T, M (Pradhan et a i,  2009)
Souris T, M (Pradhan e t a i,  2010)
NIH 11082 Inflammatoire Rat M (Aceto et a i,  2007)
AOL5859 Inflammatoire Rat M (Le Bourdonnec e t a i,  2008)
ADL5747 Inflammatoire Rat M (Le Bourdonnec e t a i,  2009)
JNJ-20788560 Inflammatoire Rat T (Codd e t a i,  2009)
8*"* composé Inflammatoire Rat N/D (Jones e t a i,  2009)
KNT-127 Formaline Souris (Saitoh et a i,  2011)
Tableau 1 : Effets analgésiques des agonistes sélectifs pour DOPR. T : douleur 
thermique, M : douleur mécanique, C : douleur chimique. Modifié de (Gaveriaux-Ruff et 
Kieffer, 2011)
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En plus des effets analgésiques produits par les agonistes DOPR, leur utilisation 
entraîne moins d'effets secondaires que les agonistes MOPR. Il a été montré que des 
injections répétées de SNC80 n'entraînent pas de signes de dépendance lors du test de 
sevrage chez le macaque (Brandt et al., 2001b) ou le rat (Gallantine et Meert, 2005). De 
plus, le SNC80 (Gallantine et Meert, 2005) et le JNJ-20788560 (Codd et al., 2009) 
n'entraînent pas de constipation lors du test au charbon. Par ailleurs, il a été montré 
que le DPDPE (May et al., 1989) et le SNC80 (Gallantine et Meert, 2005) n'induisent pas 
de dépression respiratoire comme le font les agonistes sélectifs pour MOPR. 
Finalement, un traitement prolongé avec le JNJ-20788560 n'entraîne pas de tolérance 
analgésique, tel qu'il a été montré dans un modèle d'inflammation induite par le 
zymosan (Codd et al., 2009). Lors de douleurs neuropathiques, des injections répétées 
de DPDPE (Mika et al., 2001), de deltorphine (Mika et al., 2001) ou de SB-235863 
(Petrillo et al., 2003) n'entraînent pas de diminution de leur efficacité analgésique. 
Finalement, alors que plusieurs agonistes sélectifs pour DOPR entraînent des 
convulsions (Tortella et al., 1984,De Sarro et al., 1992,Schetz et al., 1996,Bausch et al., 
2005), les composés les plus récents n'ont pas d'effets pro-convulsivants (Petrillo et al., 
2003,Codd et al., 2009,Saitoh et al., 2011).
Le récepteur opioïdergique delta est aussi impliqué dans la modulation de l'anxiété 
et de la dépression. Les souris déficientes pour le gène enk (enk -/- : ne produisent pas 
d'enképhalines, des opiacés endogènes) ou pour le gène oprd l (oprdl -/- : n'expriment 
pas DOPR) présentent des signes d'anxiété anormalement élevés, en comparaison avec 
des souris de type sauvage (Konig et al., 1996,Filliol et al., 2000). De plus, les souris 
déficientes pour le gène oprd l adoptent plus rapidement un comportement dépressif 
lorsqu'exposées à un stress (Filliol et al., 2000). Il est connu que l'augmentation de la 
concentration d'enképhalines permet une diminution des symptômes d'anxiété et de 
dépression, et que ces effets sont médiés par le récepteur opioïde delta (Tejedor-Real et 
al., 1995,Tejedor-Real et al., 1998,Nieto et al., 2005,Jutkiewicz et al., 2006,Primeaux et 
al., 2006). De plus, les agonistes sélectifs pour delta possèdent un potentiel anxiolytique 
et antidépresseur chez la souris (Saitoh et al., 2004,Saitoh et al., 2005,Trabanco et al.,
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2007,Vergura et al., 2008) et le rat (Broom et al., 2002a,Broom et al., 2002b,Jutkiewicz 
et al., 2005b,Perrine et al., 2006,Torregrossa et al., 2006,Trabanco et al., 2007) et leur 
utilisation répétée n'entraîne pas de tolérance aux effets antidépresseurs (Jutkiewicz et 
al., 2005a,Aguila et al., 2007), d'après des études menées chez des animaux sains. 
D'ailleurs, une étude clinique a été complétée par la compagnie AstraZeneca avec le 
composé AZD2327 en tant qu'antidépresseur, mais les résultats n 'ont à ce jour pas été 
rendus publiques (http://clinicaltrials.gov/).
1 .4  R é g u la tio n  d e  D O P R
Bien que les agonistes pour DOPR ont des propriétés analgésiques chez les 
animaux sains, leur efficacité reste tout de même limitée dans certains modèles (Murray 
et Cowan, 1991,Gallantine et Meert, 2005,Aceto et al., 2007). Ceci pourrait être dû au 
fa it que DOPR a une localisation majoritairement intracellulaire. En effet, il a été montré 
par microscopie électronique qu'une grande proportion des récepteurs opioïdergiques 
delta a une localisation intracellulaire (Cheng et al., 1995,Cheng et al., 1997,Zhang et 
al., 1998).
Par contre, il a été montré, in vivo, que certaines conditions expérimentales 
permettent d'augmenter l'adressage membranaire de DOPR. L'administration de doses 
escalatoires de morphine (5, 8, 10, 15 mg/kg chaque 12 h) augmente la quantité de 
DOPR à la membrane plasmique des neurones de la corne dorsale de la moelle épinière 
(Cahill et al., 2001b). Cette relocalisation des récepteurs opioïdergiques delta 
s'accompagne d'une augmentation de l'internalisation d'un ligand sélectif pour DOPR, la 
fluo-Dlt dans la moelle épinière (Cahill et al., 2001b,Morinville et al., 2004a,Morinville et 
al., 2004b,Gendron et al., 2007a) et les DRG (Gendron et al., 2006). Les récepteurs 
opioïdergiques delta ainsi relocalisés permettent une augmentation de l'efficacité 
analgésique des agonistes sélectifs pour DOPR (Cahill et al., 2001b,Morinville et al., 
2004a,Morinville et al., 2004b,Gendron et al., 2006). De façon similaire, l'inflammation 
induite 72h après l'injection intraplantaire de CFA augmente l'adressage membranaire
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de DOPR (Cahill et al., 2003) ainsi que l'internalisation de la fluo-dlt dans les neurones 
de la moelle épinière (Gendron et al., 2007a) et des DRG (Gendron et al., 2006). Le 
recrutement de DOPR à la membrane des neurones permet une augmentation des 
effets analgésiques des agonistes sélectifs pour DOPR (Hylden et al., 1991,Hurley et 
Hammond, 2000,Cahill et al., 2003,Gendron et al., 2006,Gendron et al., 2007a). Par 
ailleurs, la capsaïcine, lorsqu'injectée dans la patte d'un animal, entraîne l'adressage 
membranaire de DOPR dans les neurones de DRG, tel qu'observé à l'aide de la 
technique d'internalisation de la fluo-dlt (Gendron et al., 2006).
La substance P est un neuropeptide pronociceptif libéré par les neurones des 
afférences primaires et est aussi impliquée dans l'adressage membranaire de DOPR. En 
effet, il a été montré que le domaine SP de la préprotachykinine (PPTA) interagit 
directement avec la troisième boucle extracellulaire de DOPR et que cette interaction 
est nécessaire à l'adressage de DOPR (Guan et al., 2005). Par contre, dans notre 
laboratoire, une étude récente a réfuté ces résultats. En effet, chez les souris PPTA -/-, 
l'absence de SP n'a pas modifié les effets antihyperalgésiques de la deltorphine. Ces 
résultats suggèrent que le recrutement membranaire de DOPR s'est produit de façon 
indépendante de la SP (Dubois et Gendron, 2010).
Le NGF lie et active TrkA, un récepteur à activité tyrosine kinase (Barker et 
Murphy, 1992), et est libéré en périphérie lors de l'activation des nocicepteurs. Dans les 
cellules PC12, il a été montré qu'un traitement de 5 jours avec le NGF entraîne une 
mobilisation de DOPR au niveau intracellulaire. Ces récepteurs pourront par la suite être 
acheminés à la membrane plasmique suite à une dépolarisation membranaire (Kim et 
von Zastrow, 2003). Chez les animaux traités de façon répétée avec le NGF, une 
augmentation de la fonctionnalité de DOPR a été observée. En effet, ce traitement 
augmente la compétence fonctionnelle du récepteur opioïdergique delta dans les 
neurones glutamatergiques (Bie et al., 2010).
Le calcium est impliqué, entre autres, dans la fusion des vésicules de sécrétion. 
Puisqu'il a été montré que DOPR se retrouve sur les parois des vésicules à corps dense
26
(LDCV) (Bao et al., 2003), un mécanisme impliquant le calcium pourrait être responsable 
de la fusion de ces vésicules à la membrane plasmique. Dans les neurones de DRG en 
culture, il a été montré qu'une diminution de l'entrée de calcium extracellulaire ou une 
déplétion du calcium intracellulaire diminue l'adressage membranaire de DOPR. De plus, 
la relâche de calcium induite par la capsaïcine, l'ATP ou la dépolarisation potassique 
induisent la relocalisation de DOPR à la membrane plasmique (Bao et al., 2003,Kim et 
von Zastrow, 2003,Zhang et al., 2006).
La bradykinine est un médiateur proinflammatoire impliqué dans une série de 
processus pathophysiologiques, incluant la douleur chronique. Un groupe de recherche 
a utilisé la libération de CGRP comme marqueur de transmission nociceptive dans les 
neurones de ganglions trijumeaux en culture. Dans les neurones non traités, le DPDPE et 
le DADLE ne modifient pas la relâche de CGRP induite par une stimulation avec la 
bradykinine ou des prostaglandines. Par contre, lorsque les cellules sont préincubées 
avec la bradykinine, les agonistes sélectifs pour DOPR diminuent la relâche de CGRP. De 
plus, les auteurs ont montré que le traitement à la bradykinine augmente l'accumulation 
de DOPR à la membrane plasmique (Patwardhan et al., 2005). À l'aide des mêmes 
techniques, ce groupe a aussi montré que l'activation de PAR-2 (protease activated 
receptor-2) par la trypsine permet d'augmenter les effets des agonistes sélectifs pour 
DOPR sur la relâche de neuropeptides, les influx calciques et les courants ioniques de la 
cellule entière (Patwardhan et al., 2006).
L'activation du récepteur opioïdergique delta est aussi capable de réguler son 
propre adressage. Ainsi, l'utilisation des agonistes sélectifs pour DOPR dans le 
traitement de la douleur permettrait non seulement de soulager de façon efficace les 
symptômes de douleur, mais aussi d'augmenter la quantité de récepteurs présents à la 
surface membranaire, permettant d'accroître l'efficacité analgésique des agonistes. En 
effet, l'application de deltorphine pour 5 min sur des neurones de DRG en culture 
entraîne l'adressage membranaire de DOPR dans les neurones de petit diamètre (Bao et 
al., 2003)
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Bien que les mécanismes responsables du recrutement membranaire de DOPR 
ne soient pas connus, il a été montré que dans certaines situations MOPR est impliqué 
dans ce phénomène. En effet, la relocalisation de DOPR induite par l'inflammation ou 
un traitement avec la morphine ne se produit plus chez les souris invalidées pour le 
gène de MOPR (Morinville et al., 2003,Morinville et al., 2004b,Gendron et al., 2007b). 
De plus, si des doses standard de morphine (5, 8, 10, 15 mg/kg aux 12 heures) 
permettent d'augmenter les effets antinociceptifs de la deltorphine, l'utilisation de 
doses plus élevées (10, 15, 20, 30 mg/kg aux 12 heures) n'augmente que faiblement les 
effets de la deltorphine (Gendron et al., 2007a). Puisque l'utilisation de doses standard 
de morphine n'entraîne pas de tolérance analgésique (Morinville et al., 2003), il est 
possible que les doses élevées entraînent la désensibilisation de MOPR et par 
conséquent une tolérance à la morphine, ce qui rendrait MOPR incapable d'interagir 
avec DOPR. Ces résultats confirment la nécessité que MOPR soit fonctionnel lors de son 
interaction avec DOPR pour ainsi favoriser l'adressage membranaire de ce dernier. Un 
schéma résumant les différents mécanismes d'adressage de DOPR se trouve à la Figure 
11.
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Figure 11 : Schéma des différents mécanismes de régulation de l'adressage de DOPR.
Différents stimuli sont connus pour augmenter l'adressage membranaire de DOPR. C'est 
le cas lors de l'activation des récepteurs MOPR, DOPR ou à la bradykinine. Par ailleurs, 
une entrée de calcium induite par le potassium, l'ATP ou la capsaïcine permet le 
recrutement de DOPR à la membrane plasmique. Figure tirée de (Cahill et al., 2007).
1.5 C o n tro v e rs e  q u a n t au  ré c e p te u r  o p io ïd erg iq u e  d e l t a
Puisque la présence de DOPR et MOPR a été rapportée dans des structures 
similaires, des études ont vérifié leur colocalisation. Plusieurs études ont montré que 
DOPR et MOPR se retrouvent dans des mêmes neurones au niveau de la moelle épinière 
et des ganglions spinaux de rats (Ji et al., 1995,Wang et Wessendorf, 2001,Joseph et 
Levine, 2010,Wang et al., 2010). Par contre, chez la souris, il a récemment été proposé 
qu'il existe une ségrégation dans l'expression de MOPR et DOPR; alors que MOPR est 
localisé presqu'exclusivement dans les neurones peptidergiques, DOPR se retrouve 
uniquement dans les neurones non-peptidergiques (Scherrer et al., 2009). Par ailleurs,
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les auteurs ont utilisé des agonistes sélectifs pour DOPR ou MOPR et ont obtenu qu'ils 
étaient efficaces pour le traitement de la douleur mécanique et thermique, 
respectivement. (Scherrer et al., 2009). Dans cette même étude, l'utilisation d'anticorps 
commerciaux dirigés contre DOPR a aussi été remise en doute puisqu'ils ont montré que 
ces anticorps reconnaissent une protéine présente chez les souris invalidées pour le 
gène de DOPR (Scherrer et al., 2009). Ces résultats sont donc en contradiction avec la 
littérature existante en plus de remettre en doute la localisation précise de DOPR ainsi 
que la possibilité d'interactions directes entre DOPR et MOPR.
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2. O bjec tifs  d u  pr o jet
L'utilisation de thérapies alternatives pour le traitem ent de la douleur chronique 
s'avère nécessaire étant donné les nombreux effets secondaires engendrés par les 
analgésiques courants. Cependant, pour établir de nouvelles cibles thérapeutiques, une 
connaissance approfondie des récepteurs visés est primordiale. Les effets analgésiques 
des agonistes sélectifs pour DOPR, en plus du fa it qu'ils produisent moins d'effets 
secondaires que les analgésiques actuellement utilisés en clinique, font de DOPR une 
cible intéressante dans le traitement de la douleur chronique. Par contre, bien que 
l'utilisation prolongée des agonistes pour DOPR n'entraîne pas de tolérance analgésique 
dans certains modèles de douleur, aucune donnée n'est disponible en cas de douleur 
inflammatoire. Dans le cadre de ma thèse, le premier objectif était donc de déterminer 
si l'utilisation prolongée d'agonistes sélectifs pour DOPR entraîne le développement de 
tolérance aux effets antihyperalgésiques, moteurs et antinociceptifs.
Dans un deuxième temps, à la lumière des résultats obtenus suite à la 
complétion des premiers objectifs de recherche, nous avions comme objectif de 
comprendre les mécanismes de régulation de DOPR. Par contre, étant donné la 
controverse soulevée en 2009 par rapport à l'utilisation d'anticorps dirigés contre DOPR, 
nous avons dû adresser nos questions de recherche de façon à contourner l'utilisation 
d'anticorps commerciaux. Ainsi, nous avions comme objectif de déterminer la 
localisation de DOPR dans les neurones des ganglions spinaux, à l'aide de mesures de 
comportement animal, de techniques biochimiques (activation neuronale via l'activation 
de c-fos) et de mesure de libération de substance P (via la mesure d'internalisation de 
NK1).
L'ensemble des résultats présentés dans le cadre de ma thèse auront donc pour 
objectif général d'approfondir les connaissances disponibles quant aux rôles et à la 
régulation de DOPR, dans le but d'en faire une cible thérapeutique pour le traitement de 
la douleur.
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3. P r e m ie r  a r t ic l e
Differential noxious and motor tolerance of chronic delta opioid receptor agonists in 
rodents
Auteurs de l'article: Hélène Beaudry, Arnaud Proteau-Gagné, Li Shuang, Yves Dory, 
Charles Chavkin et Louis Gendron
Statut de l'article : Publié 
Neuroscience, Vol 161, p. 381-391, 2009
Avant-propos :
Dans cet article, j'a i participé, sous la supervision du Pr Gendron, à toutes les étapes de 
préparation de l'article. Ceci inclus donc l'élaboration des expériences et leur 
complétion ainsi que l'écriture du manuscrit. J'ai aussi rédigé les lettres d'échange avec 
le comité de relecture.
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Résumé
Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à savoir si une série d'injections 
multiples de deltorphine, un agoniste sélectif pour le récepteur opioïde delta (DOPR) 
induit une tolérance dans trois différents essais comportementaux. L'inflammation 
unilatérale a été provoquée en injectant l'adjuvant complet de Freund dans la patte 
arrière des rats ou des souris (modèle CFA). L'hyperalgésie thermique ainsi induite a pu 
être renversée de façon transitoire et dose-dépendante, suite à l'injection intrathécale 
de deltorphine ou de morphine. Chez les deux espèces, l'effet antihyperalgésique de la 
deltorphine n'a pas été modifié par une injection préalable de deltorphine, suggérant 
l'absence de tolérance aigüe pour cet effet. De même, des injections répétées (5 
injections consécutives en 60 heures) de deltorphine administrée par voie intrathécale 
ou de SB-235863 administré par voie sous-cutanée n'ont pas modifié l'effet 
antihyperalgésique des agonistes DOPR. À l'opposé, des injections intrathécales ou sous- 
cutanées répétées de morphine ont entraîné une diminution notable de l'effet 
antihyperalgésique subséquent. Chez la souris, la deltorphine a aussi induit une 
incoordination motrice rapide et transitoire, observée à l'aide du test de Rotarod. 
Contrairement à l'effet antihyperalgésique, une tolérance pour les effets locomoteurs 
de la deltorphine ont été observés chez les souris préalablement exposées à des 
injections intrathécales multiples, mais pas chez celles ayant reçu la saline. De plus, à 
l'aide du test d'antinociception par immersion de la queue, nous avons pu montrer que 
l'analgésie médiée par DOPR est elle aussi soumise à la tolérance. Ces observations 
suggèrent donc que les injections répétées d'agonistes DOPR induisent des effets 
différents quant au développement de tolérance pour les effets antihyperalgésiques, 
moteurs et antinociceptifs médiés par le récepteur opioïde delta.
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Abstract
In the present study, we asked whether multiple intrathecal injections of 
deltorphin II, a selective delta opioid receptor (DOPR) agonist, induced DOPR tolerance 
in three behavioral assays. Unilateral inflammation caused by complete Freund's 
adjuvant injection into the rat or mouse hindpaw (CFA model) induced thermal 
hyperalgesic response that was transiently and dose-dependently reduced by 
intrathecal administration of deltorphin II or morphine. In both rodent species, the 
effect o f deltorphin II was not modified by a single prior administration o f deltorphin II, 
suggesting an absence of acute tolerance in this paradigm. Repeated administration of 
intrathecal deltorphin II or subcutaneous SB-235863 (5 consecutive injections over 60 h) 
also failed to  impair the antihyperalgesic response to delta opioid receptor agonist, 
whereas repeated intrathecal or subcutaneous injections of morphine induced a 
significant decrease in the subsequent thermal antihyperalgesic response to  morphine. 
In mice, deltorphin II also induced a rapid, transient motor uncoordination/ataxia-like 
behavior as tested with the accelerating rotarod. In contrast to the antihyperalgesic 
responses, tolerance to the motoric effect o f deltorphin II was evident in mice 
previously exposed to multiple intrathecal agonist injections, but not multiple saline 
administrations. Using the tail flick antinociceptive test, we found that DOPR-mediated 
analgesia was significantly reduced by repeated exposure to  deltorphin II. Altogether, 
these observations suggest that repeated injections o f DOPR agonists induce differential 
tolerance effects on antihyperalgesic, antinociceptive, and motor 
uncoordination/ataxia-like behaviors related to  DOPR activation by deltorphin II.
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Introduction
Opioids are the most potent analgesics for treating moderate to  severe pain. 
This class o f medication, which includes morphine and its analogues, is also widely used 
for the treatment o f persistent pain (Bodnar, 2007). However, clinicians concur that 
important side-effects associated to these drugs have limited the ir u tility  (McQuay, 
1999). Among other constraints, development o f analgesic tolerance is certainly the 
most problematic adverse effect o f prolonged treatment with this class o f drugs. 
Development o f an effective therapeutic alternative generating low tolerance risk for 
the treatment o f chronic pain is consequently one o f the biggest challenges fo r current 
pain research.
In addition to  commonly prescribed opioids targeting the mu opioid receptor, 
there is a growing interest in the delta opioid receptor (DOPR) agonists, mainly fo r their 
lack o f typical opioid side-effects (i.e. nausea, respiratory depression, constipation, 
sedation) (Porreca et al., 1984, May et al., 1989, Dondio et al., 1997, Szeto et al., 1999, 
Brandt et al., 2001b, Petrillo et al., 2003, Gallantine and Meert, 2005). Indeed, drugs 
selectively activating DOPR were found to produce antinociception in various pain 
models. Interestingly, these drugs were also shown to exhibit enhanced potency in 
models of neuropathic and inflammatory pain (Desmeules et al., 1993, Stewart and 
Hammond, 1994, Fraser et al., 2000a, Hurley and Hammond, 2000, Qiu et al., 2000, 
Brandt et al., 2001a, Mika et al., 2001, Cahill et al., 2003, Petrillo et al., 2003, Gallantine 
and Meert, 2005). Moreover, prolonged treatment w ith DOPR agonists failed to induce 
analgesic tolerance in cancer and neuropathic pain conditions (Onofrio and Yaksh, 1983, 
Krames, 1986 #210, Mika et al., 2001, Petrillo et al., 2003). To date, it is however unclear 
whether or not DOPR-selective agonists generate tolerance following chronic 
administration for the treatment of inflammatory pain.
DOPR is a member o f the G protein-coupled receptor family (Evans et al., 1992, 
Kieffer et al., 1992). As many other members o f this family, activation o f DOPR by an
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agonist leads, in various cellular models, to  G protein uncoupling, desensitization, and 
receptor internalization (Varga, 2003, Varga et al., 2004). Although not completely 
understood, in vivo regulation o f DOPR appears to  be more intricate. Under certain 
conditions, levels o f membrane-associated DOPR appear to  be selectively increased in a 
subpopulation o f spinal cord and ganglia neurons (Cahill et al., 2001, Cahill et al., 2003, 
Kim and von Zastrow, 2003, Morinville et al., 2003, Patwardhan et al., 2005, Gendron et 
al., 2006), suggesting that trafficking o f this receptor is tightly regulated. Recent 
evidence also suggests that desensitization and down-regulation o f DOPR is 
differentially controlled in various areas o f the central nervous system (Jutkiewicz et al., 
2005). In a model of peripheral inflammation, we also observed such a dichotomy. 
Indeed, we recently demonstrated that antihyperalgesic effects o f the DOPR selective 
agonist deltorphin II were increased by sustained morphine treatment, while its 
antinociceptive properties were impaired (Gendron et al., 2007a).
The present study was designed to investigate the differential development of 
acute and chronic tolerance to delta opioid selective agonists. The effects o f multiple 
intrathecal deltorphin II injections on hyperalgesia, nociception and motor functions 
were measured using the Hargreaves' plantar test, hot water immersion tail flick test 




Studies in rats: Adult male Sprague-Dawley rats (200-225 g; Charles-River, St- 
Constant, Qc, Canada) were maintained on a 12h light/dark cycle (6:00-18:00). Lab 
chow and water were available ad libitum. Studies were conducted between 7 and 11 
AM (light cycle). Experiments were approved by the animal care committee o f the 
Université de Sherbrooke in compliance with the policies and directives o f the Canadian 
Council on Animal Care and guidelines from the International Association fo r the Study 
of Pain.
Studies in mice: In the second set o f experiments, adult male C57BL/6 mice (19- 
26g; Charles River, Wilmington MA, USA) were used. Mice were housed in groups o f 4 
and maintained on a 12/12 h light/dark cycle (07:00-19:00). Lab chow and water were 
available ad libitum. Experiments were approved by the local animal care committee of 
the University of Washington and were in compliance with policies and directives o f the 
Institutional Animal Care and Use Committees and guidelines from the International 
Association for the Study o f Pain.
Induction of inflammation
Unilateral inflammation o f the hind limb was induced by a single subcutaneous 
(s.c.) injection (100 pi for rats and 50 pi for mice) o f complete Freund's adjuvant (CFA; 
Calbiochem, San Diego, CA, USA) in the plantar surface o f the hindpaw under brief 
isoflurane anesthesia (3%; lL/m in). Behavioral testing was carried out 72 h after CFA 
injection as described below.
Drugs
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Deltorphin II (Lots #074K11261 and #025K12731; Sigma, St. Louis, MO, USA), a 
DOPR-selective agonist, was dissolved in sterile saline solution (0.9% NaCI) to  a 
concentration o f 2 mg/ml and stored at -20°C in aliquots until use. For the experiments, 
deltorphin II was diluted in sterile saline solution and injected intrathecally (i.t.) in a final 
volume of 5 nl for mice, and 30 pi for rats. Intrathecal injections were done free hand in 
non-anaesthetized mice as described previously (Hylden et al., 1991, Fairbanks, 2003), 
whereas rats were injected while under light isoflurane anesthesia (3%; lL/m in). Briefly, 
a 30g Vi inch needle mounted on a Luer tip Hamilton syringe was inserted into the L5-L6 
intervertébral space (at the level o f the cauda equina) and saline or deltorphin II 
injected over a 2 sec period of time. Appropriate placement o f the needle was 
confirmed by observing a brief twitch o f the tail (both in rats and mice). To assess for 
deltorphin ll-induced receptor tolerance, deltorphin II was injected repeatedly. Acute 
tolerance was tested by measuring the effect o f a challenge dose o f deltorphin II 
injected 2 h after either saline or deltorphin II. Chronic tolerance was evaluated by 
measuring the behavioral effect of various doses of appropriate drug in animals 
previously treated with 5 consecutive injections (one injection every 12 h) o f either 
saline or drug. Behavioral testing was conducted exactly 12 h after the fifth  injection. 
The chosen dose o f deltorphin II corresponded to a nearly complete relief o f ipsilateral 
thermal hyperalgesia and no contralateral latency modification (in concordance w ith our 
prior results (Gendron et al., 2007b).
Morphine sulfate (Lots #139138, 124895, 140684 and 143164; Sandoz, 
Boucherville, Qc, Canada) was diluted in sterile saline solution to a concentration o f 10 
mg/ml and stored at room temperature until use. For behavioral testing, morphine was 
injected subcutaneously or intrathecally in rats.
SB-235863, a DOPR-selective agonist was synthesized as previously described 
(Petrillo et al., 2003). For further details, refer to  supplemental material section.
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Compound was dissolved at a final concentration o f 20 mg/ml in a saline solution 
containing 2-hydroxypropyl-|3-cyclodextrin (HCD; 100 mg/ml; Sigma) and stored at 4°C 
until use. For behavioral testing, SB-235863 was injected subcutaneously in rats.
Behavioral testing
Plantar test: Development of hyperalgesia and antihyperalgesic effects o f drugs were 
assessed using the plantar test (i.e. response to noxious heat stimulus). To test for 
thermal withdrawal thresholds, animals were first placed in Plexiglas” enclosures set on 
a glass surface (for mice: IITC Life Science Inc, Woodland Hills, CA, USA; for rats: Ugo 
Basile, Comerio VA, Italy) for a 15 min habituation period, 24 h prior to  baseline 
measurements. The following day, the heat source was positioned under the plantar 
surface of the hindpaw after a 15 min habituation period and the latency fo r each 
hindpaw withdrawal in response to radiant heat was measured 3 times in alternation 
(corresponding to -72 h). Afterwards, CFA was injected in the hindpaw as described 
above and baseline withdrawal latencies (thereafter identified as 0 min) were measured 
again 72 h later, prior to drug injection. Subsequently, latencies to paw withdrawal were 
recorded every 15 min over a period o f 60 min. The intensity o f the light beam was 
adjusted so that baseline latencies were approximately 10 sec in naïve animals. A cutoff 
time o f 20 sec was imposed to prevent tissue damage. If an animal reached the cutoff, 
the light beam was automatically turned off and the animal was assigned the maximum 
score. The maximum possible antihyperalgesic effect (MPAHE, return to  baseline pre­
injury withdrawal thresholds) o f drugs in CFA-injected animals was calculated, fo r the 
inflamed hindpaw (i.e. the paw injected with CFA), according to the following formula: 
%MPAHE = 100 X [(test latency) -  (baseline latency following CFA)] /  [(baseline prior to 
CFA) -  (baseline latency following CFA)]. From the latter calculation, 0% MPAHE 
represents no antihyperalgesic effect o f the drug while a 100% MPAHE corresponds to  a 
complete relief o f the hyperalgesia, i.e. response latency to  radiant heat identical to 
baseline prior to CFA injection.
39
Rotarod: Development o f tolerance to motor uncoordination/ataxia-like behavior 
following i.t. injection o f deltorphin II was evaluated by measuring the motor capacities 
of mice on the accelerating rotarod (Columbus Instruments, Columbus, OH, USA). In 
this test, we have previously observed that deltorphin II induces a DOPR-mediated dose- 
dependent decrease in motor functions characterized by hind limbs abduction and 
Straub tail (Gendron et al., 2007b). Mice were trained on a 3-day schedule including 
three 5-min sessions per day. The first four (4) sessions were done in constant 
acceleration from 4 to  20 rpm over a 5-min period. The following 5 sessions, the 
rotarod acceleration was set from 4 to 30 rpm over a 5-min period. During training 
sessions 1 through 6, mice were repositioned on the rotarod until they succeeded in 
remaining on the rotarod for 100 sec. The latency to  fall during the last training session 
was recorded and expressed as the mean performance before deltorphin II injection (in 
sec). Each mouse received 5 saline (5 pi) or deltorphin II (2.5 pg) injections (one 
injection every 12 h). Twelve hours after the last injection (on day 3, 10 to  15 min after 
the last training), mice were injected intrathecally w ith either saline solution (5 pi) or 
deltorphin II (2.5 pg) and tested at 5, 15, and 60 min post-injection. Performance was 
quantified as time spent on the rotarod (sec).
Tail flick test: Development o f antinociceptive tolerance (chronic) to deltorphin II was 
tested in mice repeatedly treated with saline (5 pi) or deltorphin II (2.5 pg). Each mouse 
received 5 saline or deltorphin II injections (one injection every 12 h). Twelve hours 
after the last injection, tail flick latencies (tail immersion in a 52.5°C water bath) 
following a challenge dose of deltorphin II (5 pg) were measured (in sec) every 10 min 
for a period of 60 min.
Calculations and statistical analysis
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Calculations were done w ith Excel 2007, graphs with SigmaPlot 8.0, and 
statistical analysis with Prism Graph Pad 5.0. Data are expressed as the mean ± SEM. P 
values are presented in figure legends.
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Results
Unilateral Inflammation; Visual Confirmation
Injection o f complete Freund's adjuvant (CFA) into the plantar surface o f the 
right hindpaw rapidly induced edema and swelling that persisted over at least 3 days (72 
h). After which, both rats and mice avoided bearing their body weight on the ir inflamed 
hindpaw.
Experiments performed in rats
Antihyperalgesic potency of intrathecal deltorphin II and morphine
As shown in Fig. 1A, intrathecal injection o f deltorphin II induced a time- and 
dose-dependent alleviation of CFA-induced ipsilateral thermal hyperalgesia. For all 
effective doses o f deltorphin II, the effect was maximal at 15 min after the injection and 
returned to baseline after 30-60 min. Intrathecal saline had no effect on the paw 
withdrawal latency. Intrathecal injection of morphine also induced a significant time- 
and dose-dependent antihyperalgesic effect and the effect peaked at 15 min after the 
injection (Fig. IB). Deltorphin II did not affect the paw withdrawal latency in response to 
radiant heat applied to the contralateral hindpaw while higher doses o f morphine 
induced antinociception (not shown).
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Figure 1. Antihyperalgesic effect o f intrathecal deltorphin II and morphine in Sprague- 
Dawley rats. Sprague-Dawley rats were injected with CFA in the plantar surface o f the 
hindpaw. Seventy-two hours after CFA injection, the latency to  paw withdrawal (in sec) 
was tested every 15 min (from 0 to 60 min) after agonist injection using the Hargreaves 
test. A: Intrathecally-administered deltorphin II (1, 3, 10 pg) induced a dose-dependent 
relief of thermal hyperalgesia (ipsilateral hindpaw) ( F T r e a t m e n t := 1 7 . 4 8  with p<0.0001 two- 
way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test). No effect o f deltorphin II was 
observed on the contralateral hindpaw (not shown). B: Intrathecally-administered 
morphine (0.3, 1, 3 pg) induced a dose-dependent relief o f thermal hyperalgesia 
(ipsilateral hindpaw) ( F T r e a t m e n t = 3 6 . 2 6  with pcO.0001, two-way ANOVA followed by 
Bonferroni post-hoc test). No effect was seen on the contralateral hindpaw (not shown). 
Results presented for saline treated rats are the same as shown in A. - 7 2  h indicates the
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baseline for the latency to paw withdrawal before CFA injection. Number given in the 
legend insert represents the number o f animals per group.
Acute analgesic tolerance to deltorphin II
Seventy-two hours after induction o f inflammation, rats were intrathecally- 
injected once with saline (30 pi) or w ith deltorphin II (10 pg). Two hours after the first 
injection, rats were challenged with 10 pg o f intrathecal deltorphin II and the latency to 
paw withdrawal in response to  radiant heat was measured (Fig. 2). Regardless o f the 
pretreatment, a subsequent 10 pg-dose o f intrathecal deltorphin II induced similar 
antihyperalgesic responses (amplitude and kinetic) in both groups. Therefore, there was 
no evidence for acute DOPR tolerance under these conditions.
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Figure 2. Acute tolerance to deltorphin ll-induced antihyperalgesia in rats. Sprague- 
Dawley rats were injected with CFA in the plantar surface o f the hindpaw. Seventy-two 
hours after CFA injection, paw withdrawal latencies (in sec) to noxious heat (plantar 
test) were recorded every 1 5  min (from 0  to 6 0  min) following an intrathecal challenge 
of deltorphin I I  ( 1 0  pg) in rats previously treated 2  hours before with either saline ( • ;  3 0  
pi) or deltorphin I I  ( O ;  1 0  pg). When rats were challenged, no statistical difference 
occurred in latencies to paw withdrawal between groups. ( F T r e a t m e n t = 2 . 5 6 1  with
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p=0.1150, two-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test). Number given in the 
legend insert represents the number o f animals per group.
Chronic analgesic tolerance to deltorphin II and morphine
To assess the development o f analgesic tolerance following repeated agonist 
treatment, rats treated with CFA were injected every 12 h with the vehicle or the 
agonist for a total o f 6 injections. The last injection was given exactly 72 h after 
induction o f inflammation. As shown in Fig. 3A and C, repeated intrathecal injections of 
deltorphin II (10 pg every 12 h) did not significantly modify its analgesic potency in the 
CFA model of inflammation. Indeed, the maximum possible antihyperalgesic effect 
(%MPAHE) o f deltorphin II, as calculated at 15 min post-injection, revealed no difference 
between saline and deltorphin II pretreated groups (Fig. 3C). In contrast, intrathecal 
morphine pretreatment (3 pg once every 12 h) induced a significant decrease in the 
antihyperalgesic potency o f morphine (Fig. 3B and D). Interestingly, neither deltorphin 
II- nor morphine-repeated injections significantly prevented the development of 
hyperalgesia induced by inflammation (Fig. 3; comparing baseline latencies to  paw 
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Figure 3. Chronic tolerance to deltorphin II and morphine-induced antihyperalgesia in 
Sprague-Dawley rats. Sprague-Dawley rats were injected with CFA in the plantar 
surface o f the hindpaw. Seventy-two hours after CFA injection, paw withdrawal 
latencies (in sec) to noxious heat (plantar test) were recorded every 15 min (from 0 to 
6 0  min) following agonist administration. A: Chronic antihyperalgesic tolerance to 
intrathecal deltorphin II was assessed in rats previously treated intrathecally w ith 5 
consecutive injections of saline ( • ;  30 pi) or deltorphin I I  ( O ;  10 pg). When rats were 
then challenged with deltorphin II (10 pg), no statistical difference occurred fo r paw 
withdrawal latencies between groups ( F T r e a t m e n t = 0 . 0 0 5 6  with p=0.9405, two-way ANOVA 
followed by Bonferroni post-hoc test). B: Chronic antihyperalgesic tolerance to 
intrathecal morphine was assessed in rats previously treated intrathecally w ith 5 
consecutive injections o f saline ( • ;  30 pi) or morphine ( O ;  3 pg). Repeated morphine 
injections strongly reduce its analgesic efficacy. ( F T r e a t m e n t = 3 9 . 7 5  with p=0.0028, two-way 
ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test). **, p<0.01 when chronic saline and 
chronic morphine groups were compared. C: Following pre-treatment w ith saline ( • )  or 
deltorphin I I  ( O ) ,  the antihyperalgesic effect o f increasing doses o f intrathecal 
deltorphin II was expressed as the %MPAHE (percentage o f the maximum possible 
antihyperalgesic effect) and there is no statistical differences between groups
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(FTreatment=0-88 w ith p=0.3527, two-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test) D: 
Following intrathecal pre-treatment w ith saline ( • )  or morphine ( O ) ,  the 
antihyperalgesic effect of increasing doses o f intrathecal morphine was expressed as the 
%MPAHE (percentage of the maximum possible antihyperalgesic effect) and a significant 
decrease in morphine analgesic potency was obtained ( F T r e a t m e n t = 2 9 . 6 7  with pcO.OOOl, 
two-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test) * * , p<0.01 and * * * , p<0.001 
when chronic saline and chronic morphine groups were compared. Number given in the 
legend insert represents the number of animals per group.
Analgesic tolerance to systemically-injected SB-235863, a non-peptidic DOPR-selective 
agonist, and morphine
To see whether systemically-injected drugs would induce analgesic tolerance, the 
peripherally active and brain penetrant DOPR agonist SB-235863 was then tested in the 
CFA model o f inflammation. As shown in Fig. 4A, subcutaneous SB-235863 at 30 mg/kg 
induced time-dependent antihyperalgesia with maximal effect 30 min after drug 
injection. As opposed to intrathecal deltorphin II, subcutaneous SB-235863 failed to 
completely relieve the inflammation-induced thermal hyperalgesia. Indeed, at higher 
dose (71 mg/kg) the antihyperalgesic effect induced by SB-235863 was not different 
from that produced by 30 mg/kg (not shown). However, at such a high dose SB-235863 
was found to  induce haemolysis-like effects (severe site dermatitis and haematuria) as 
early as one hour after its administration. This effect was not seen w ith the 30 mg/kg 
dose even after repeated injections. Repeated subcutaneous injections o f SB-235863 (30 
mg/kg) did not modify its analgesic effect in the CFA model o f inflammation (Fig. 4A). In 
contrast, subcutaneous morphine pretreatment (3 mg/kg once every 12 h) induced a 
significant decrease in the antihyperalgesic potency of morphine (Fig. 4B). Comparing 
the % MPAHE for acute and chronic treatment with delta opioid receptor agonists show 
no modification o f their analgesic potency following intrathecal (106.0 ± 27.7 vs 85.5 ± 
7.4% MPAHE respectively for one or repeated deltorphin injections) or subcutaneous 
(51.2 ± 14.1 vs 64.1 ± 14.8% MPAHE for one or repeated SB-235863 injections) 
injections. By contrast, repeated injections o f morphine induced a significant decrease in 
its analgesic potency for both intrathecal (from 160.3 ± 21.1 to 87.2 ± 8.39% MPAHE)
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and subcutaneous injections (from 124.3 ± 27.7 vs 42.4 ± 13.4% MPAHE) (Fig 4C). 
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Figure 4. Chronic tolerance to SB-235863-induced antihyperalgesia in Sprague-Dawley 
rats. A: Sprague-Dawley rats were injected with CFA in the plantar surface o f the 
hindpaw and received vehicle (2-hydroxypropyl-|3-cydodextrin; HCD) once ( • ) ,  
repeated injections o f HCD followed by unique dose of SB-235863 (O) or repeated 
injections o f SB-235863 ( • ) .  Seventy-two hours after CFA injection, paw withdrawal
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latencies (in sec) to noxious heat (plantar test) were recorded every 15 min (from 0 to 
60 min) following SB-235863 administration. SB-235863 partially, but significantly 
reverse CFA-induced thermal hyperalgesia ( F T r e a t m e n t = 6 . 9 8 6  with p=0.0015 two-way 
ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test). *, p<0.05 and ** , p<0.01 when SB- 
235863 groups were compared to vehicle group. When compared together, no 
difference was observed between rats pre-treated or not w ith SB-235863 
( F ï r e a t m e n t = 0 . 7 4 7 4  with p=0.3903 two-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test). 
Number given in the legend insert represents the number of animals per group. B: 
Chronic antihyperalgesic tolerance to subcutaneous morphine was assessed in rats 
previously treated subcutaneously w ith 5 consecutive injections o f saline ( • )  or 
morphine ( O ;  3 mg/kg). Repeated morphine injections strongly reduce its analgesic 
efficacy ( F T r e a t m e n t = 4 3 . 4 1  with p=0.0095, two-way ANOVA followed by Bonferroni post- 
hoc test) *, p<0.05 when chronic saline and chronic morphine groups were compared. 
Number given in the legend insert represents the number of animals per group. C: 
Comparative effect o f drugs in rats pre-treated or not w ith repeated injections o f the 
same drug. Chronic injections o f morphine significantly reduced its antihyperalgesic 
effect (p=0.0092 and 0.0287 for intrathecal and subcutaneous injections respectively, 
with unpaired t  test), whereas DOPR selective agonists repeated injections did not 
modify their analgesic potency (p=0.6015 and 0.5457 for deltorphin II and SB-235863 
respectively, w ith unpaired t test).
Experiments performed in mice
In mice, we have recently shown that intrathecal deltorphin II induced a dose- 
related motor uncoordination/ataxia-like behavior as well as transient Straub tail 
symptoms (Gendron et al., 2007b). Because these effects were barely evident in rats at 
the doses required to  produce analgesia, we designed a set of experiments aiming at 
evaluating the appearance of tolerance to  deltorphin II in various behaviors. Although 
these motor uncoordination/ataxia-like behaviors do not impair the perception and the 
ability of mice to  respond (i.e. paw withdrawal) to  noxious heat stimuli (Gendron et al., 
2007b), repeated deltorphin II injections have the tendency to increase movements 
(very clear in mice) and activity (our unpublished observations and Spina et al., 1998, 
Fraser et al., 2000b). To avoid the possibility that motoric effects could somehow 
interfere with our ability to measure paw withdrawal after chronic treatments, we 
decided to induce tolerance with a 2.5 pg dose but to  test analgesia w ith a smaller dose 
(i.e. 1 pg).
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Analgesic tolerance to deltorphin II
Development o f antihyperalgesic tolerance to  deltorphin II was tested in mice 
injected with CFA in the plantar surface o f the right hindpaw. Acute tolerance was 
evaluated in CFA-treated mice intrathecally-challenged w ith 1.0 pg o f deltorphin II (sub 
maximal dose = ED5o) two hours after a first injection o f saline, 2.5 or 10 pg of 
deltorphin II (Fig. 5A). No acute antihyperalgesic tolerance was evident. Development of 
chronic tolerance was also tested in mice treated every 12 h w ith saline (5 pi; 
intrathecal) or deltorphin II (2.5 pg; intrathecal) w ith the first administration beginning 
12 h following CFA injection and continuing until 72 h after induction o f inflammation. 
The 2.5 pg-dose of deltorphin II for the pretreatment was chosen for its nearly complete 
relief of thermal hyperalgesia in this test w ithout affecting the withdrawal latency o f the 
contralateral hindpaw (Gendron et al., 2007b). As shown in Fig. 5B, repeated intrathecal 
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Figure 5. Acute and chronic tolerance to  deltorphin ll-induced antihyperalgesia in 
C57BL/6 mice. C57BL/6 mice were injected with CFA in the plantar surface o f the 
hindpaw. Seventy-two hours after CFA injection, paw withdrawal latencies (in sec) to 
noxious heat (plantar test) were recorded every 1 5  min (from 0  to 6 0  min) following 
intrathecal administration o f deltorphin II (1.0 pg) in mice previously treated w ith either 
saline or deltorphin II. A: Acute tolerance to  deltorphin II was tested in mice 
intrathecally-injected 2  h earlier with saline (5 pi) or deltorphin II ( 2 . 5  or 1 0  pg). When 
mice were then challenged with 1.0 pg o f deltorphin II, no difference was observed 
among any group ( F T r e a t m e n t = 1 1 8 0  with p = 0 . 3 1 3 6 ,  two-way ANOVA followed by 
Bonferroni post-hoc test). B: Chronic antihyperalgesic tolerance to intrathecal 
deltorphin II was assessed in mice previously treated intrathecally w ith 5 consecutive 
injections of saline ( • ;  5 pi) or deltorphin II ( O ;  2 . 5  pg). No difference was observed 
among groups ( F T r e a t m e n t = 0 - 5 0 4 2  with p = 0 . 4 7 9 9 ,  two-way ANOVA followed by Bonferroni 
post-hoc test). Number given in the legend insert represents the number o f animals per 
group.
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Tolerance to  motoric effects o f deltorphin II
To assess whether tolerance to  the motor uncoordinating effects was evident, 
we challenged the mice with deltorphin II and measured the ir subsequent performance 
on the accelerating rotarod. In mice repeatedly treated with intrathecal saline, 
deltorphin II markedly decreased the time spent on the rotarod, 5 and 15 min after the 
injection (Fig. 6, respectively 58±17 and 101±23 sec as compared to  192±21 sec before 
deltorphin II injection). By contrast, mice chronically treated with the agonist prior to 
the challenge were found to  be insensitive to further administration o f deltorphin II (Fig. 
6). Following repeated administration o f 2.5 pg deltorphin II, a challenge dose did not 
significantly affect the time spent on the rotarod (178±19 and 215120 sec respectively 
for 5 and 15 min) when compared to the performance before the injection (192121 sec). 
Note that the effect o f multiple injections o f deltorphin II on motor functions seemed to 
have a similar pattern for mice injected w ith CFA. However, because o f paw swelling 
and edema, motor functions of these animals were not assayed with the rotarod. 
Although the uncoordination/ataxia-like symptoms were weaker after repeated 
deltorphin II injections, Straub tail was not completely abolished (data not shown).
Mean performance before 
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Figure 6. Development o f tolerance to  deltorphin ll-induced m otor 
uncoordination/ataxia-like behavior in C57BL/6 mice. C57BL/6 mice were intrathecally-
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injected with saline or deltorphin II (2.5 pg). The effect o f deltorphin II on Rotarod 
performances was evaluated in chronic saline ( • )  and chronic deltorphin (O) groups 
following deltorphin II challenge (2.5 pg; intrathecal). Mice chronically treated with 
deltorphin II were insensitive to the motoric effect o f a 6 t h  injection ( F T r e a t m e n t = 3 1 . 6 6  with 
p<0.001, two-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test) ** , p<0.01 when 
chronic saline and chronic deltorphin groups were compared. Number given in the 
legend insert represents the number o f animals per group.
Tolerance to antinociceptive effects of deltorphin II
Development o f analgesic tolerance to  deltorphin II was further assessed using 
the immersion tail flick test. Mice were repeatedly treated w ith either intrathecal saline 
(5 pi) or deltorphin II (2.5 pg). As shown in Fig. 7, fo r both groups, deltorphin II (5 pg) 
induced a transient increase in the latency to  tail withdrawal. This antinociceptive effect 
o f deltorphin II peaked 10 min after the injection and response latencies returned to 
baseline levels within 30-40 min. However, the deltorphin ll-induced increase in the 
latency to tail withdrawal was significantly lower in mice repeatedly treated with 
deltorphin II than the response o f mice pretreated w ith repeated saline injections. Note 
that in the tail flick test, the dose of deltorphin II used was determined based on a pilot 
study indicating that at least 5 pg was required to induce a significant antinociceptive 
response in naïve animals. At this dose, deltorphin's antinociceptive effect in this test 
was previously shown to be unchanged in MOPR-KO mice (Hosohata et al., 2000) and 
blocked by DOPR antisense oligonucleotides (Tseng et al., 1994), providing evidence for 
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Figure 7. Acute and chronic tolerance to  deltorphin ll-induced antinociception in 
C57BL/6 mice. C57BL/6 mice were intrathecally-injected w ith saline or deltorphin II (2.5 
pg). The effect o f deltorphin II on tail withdrawal latencies was evaluated in chronic 
saline ( • )  and chronic deltorphin (O) groups following deltorphin II challenge (5 pg; 
intrathecal). Tail flick withdrawal latencies (in sec) to  noxious heat (tail immersion in 
52.5°C water bath) were recorded every 10 min (from 0 to  60 min) following intrathecal 
administration o f deltorphin II. Chronic deltorphin II injections significantly reduce 
antinociception produced by a 6th injection. ( F T r e a t m e n t = 8 . 9 9 5  with p=0.0035, two-way 
ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test). *, p<0.05 and **, p<0.01 when chronic 
saline and chronic deltorphin groups were compared. Number given in the legend insert 
represents the number of animals per group.
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Discussion
In the present study, we investigated the effects o f multiple injections o f delta 
opioid receptor (DOPR)-selective agonists (deltorphin II and SB-235863) using various 
treatment and assessment paradigms. In a model o f complete Freund's adjuvant (CFA)- 
induced inflammation, we found a lack o f both acute and chronic tolerance to  delta 
agonists' antihyperalgesic effect. By contrast, when DOPR-mediated motor 
uncoordination/ataxia-like and antinociception (acute pain) behaviors were assessed, 
repeated injection of deltorphin II was found to  reduce DOPR-mediated response and to 
induce the development of tolerance. Interestingly, both systemic and intrathecal 
morphine were found to induce antihyperalgesic tolerance.
Although morphine and other mu opioid receptor (MOPR)-activating drugs are 
still considered as the most potent analgesics (Bodnar, 2007), an increasing focus is 
being directed towards DOPR-selective agonists. In fact, these ligands were shown to 
possess significant analgesic properties in diverse pain paradigms (Bilsky et al., 1995, 
Chiba et al., 1996, Hosohata et al., 2000, Baker et al., 2002). Indeed, compounds 
activating DOPR relieve inflammation-induced thermal hyperalgesia (Desmeules et al., 
1993, Stewart and Hammond, 1994, Fraser et al., 2000a, Hurley and Hammond, 2000, 
Qiu et al., 2000, Brandt et al., 2001a, Cahill et al., 2003, Petrillo et al., 2003, Gallantine 
and Meert, 2005, Gendron et al., 2007a, Bourdonnec et al., 2008, Gaveriaux-Ruff et al., 
2008, Hernandez et al., 2008, Codd et al., 2009), neuropathic pain (Desmeules et al., 
1993, Mika et al., 2001, Petrillo et al., 2003, Holdridge and Cahill, 2007, Kabli and Cahill, 
2007), as well as cancer-related pain (Brainin-Mattos et al., 2006). As confirmed in the 
present study, spinal delivery o f deltorphin II induces a time- and dose-dependent 
antihyperalgesic effect both in rats and mice (see Gendron et al., 2007b fo r the dose- 
response curves of deltorphin II in mice), an effect previously shown to  be DOPR- 
mediated (Gendron et al., 2007b).
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One of the most challenging problems w ith MOPR agonists refers to  the 
development o f tolerance appearing during prolonged treatments. Particularly, it is well 
known that repeated injections o f morphine induce analgesic tolerance in various 
inflammatory pain models such as in formalin- (Rahman et al., 1994) or carrageenan- 
induced inflammation (Le Guen et al., 1998). In the present study, we report that 
repeated systemic and intrathecal injections o f morphine decrease its analgesic efficacy 
in the CFA model o f inflammation. In line w ith our observations, others have previously 
noticed such a decrease in morphine's analgesic potency in the CFA model of 
inflammation (Li et al., 1999, Liang et al., 2006, Fernandez-Duenas et al., 2007), at least 
following systemic administration. By contrast, Zollner et al. recently observed that 
chronic use o f morphine does not induce analgesic tolerance (Zollner et al., 2008). The 
major difference between this study and our findings relies on the fact that, on the day 
of their experiment, Zollner et al. administered morphine locally (i.e. intra-plantar), 
therefore revealing absence o f peripheral tolerance to  repeated systemic injections. Our 
results rather suggest an onset of central tolerance to  chronic morphine treatment.
If others reported tolerance to repeated systemic morphine injections in the CFA 
model of inflammation (Li et al., 1999, Liang et al., 2006, Fernandez-Duenas et al., 2007), 
to  our knowledge we are the first to  demonstrate morphine tolerance following spinal 
delivery. In human, analgesic tolerance to prolonged intrathecal morphine was observed 
in patients suffering from cancer-related pain (Onofrio and Yaksh, 1983, Krames et al., 
1986). Most importantly, these studies also showed a prolonged analgesic effect of 
intrathecally delivered DADLE, an effect possibly mediated by DOPR (Onofrio and Yaksh, 
1983, Krames et al., 1986). Although one could argue that cancer pain and inflammatory 
pain are different, cancer pain is known to  have an inflammatory component (Honore et 
al., 2000).
In vivo, it is not clear whether or not development o f antihyperalgesic tolerance 
to DOPR agonists during treatment of inflammatory pain occurs. A major finding o f the 
present study was that various doses o f intrathecal deltorphin II failed to decrease the
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antihyperalgesic effects o f a subsequent stimulation o f spinal DOPR in CFA animals. 
Indeed, we showed a constant analgesic potency o f intrathecally-administered DOPR 
agonists even after five consecutive injections o f deltorphin II (two injections per day). 
These observations provide the first evidence that antihyperalgesia induced by 
intrathecal deltorphin II does not result in acute or chronic tolerance in a model of 
inflammation.
To see whether systemic injection o f DOPR agonists induces tolerance, we used a 
non-peptidic DOPR-selective agonist derived from codeine, SB-235863. This compound 
was chosen because of its high selectivity for DOPR (Dondio, 2000, Dondio et al., 2001, 
Petrillo et al., 2003), because it is devoid o f pro-convulsing activity, because it crosses 
the blood-brain barrier (Petrillo et al., 2003), and because it has a similar chemistry as 
morphine. Interestingly, while as equally potent as morphine at reducing carrageenan- 
induced hyperalgesia, this compound was not found to induce referenced side-effects 
often associated to  morphine (Dondio, 2000, Dondio et al., 2001, Petrillo et al., 2003). In 
our hands, SB-235863 failed at completely relieving inflammation-induced thermal 
hyperalgesia. This discrepancy could be explained by various experimental differences 
such as diverse routes o f administration, different models of inflammation, or the 
nature of the vehicle used. In the present study, we observed that SB-235863 retains its 
analgesic properties when repeatedly administered subcutaneously to  inflamed rats. 
These observations demonstrate that antihyperalgesic tolerance did not develop during 
a prolonged treatment o f inflammatory pain w ith a second DOPR-selective agonist 
having a non-peptidic structure and different route o f administration. Consistent with 
our findings, others have also shown absence of analgesic tolerance following repeated 
oral administrations of SB-235863 in animal models of carrageenan-induced 
inflammation and partial sciatic nerve ligation-induced neuropathy (Petrillo et al., 2003).
Previous studies, including ours, have shown similar effects o f intrathecal 
deltorphin II in rats and in mice. However, we recently revealed that intrathecal 
deltorphin II induces rapid and transient motor uncoordination/ataxia like behaviors in
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mice, an effect barely seen in rats. To see whether tolerance to  deltorphin II might 
differently developed in various behaviors, we therefore used mice to  measure the 
effects of deltorphin II in different paradigms.
A number o f groups have already reported antinociceptive tolerance following 
repeated exposure to DOPR-selective agonists (Bhargava and Zhao, 1996, Tseng et al., 
1997, Zhao and Bhargava, 1997, Broom et al., 2002). Using the hot water immersion tail 
flick test, we first confirmed that single intrathecal injection of deltorphin II induced a 
transient antinociceptive effect in mice. Interestingly, the dose of intrathecal deltorphin 
II required to produce analgesia in this paradigm was significantly higher than in the CFA 
model, probably because membrane expression o f DOPR in spinal cord neurons o f naïve 
animals is very low (Cahill et al., 2001, Gendron et al., 2007a). In accordance with 
previous reports (Kest et al., 1994, Bhargava and Zhao, 1996, Zhao and Bhargava, 1997), 
in this pain paradigm chronic treatment with deltorphin II induced a rapid development 
o f antinociceptive tolerance. These results therefore reveal the existence o f a 
dichotomy within analgesic functions o f DOPR, i.e. between its antihyperalgesic and 
antinociceptive effects.
The concept that diverse DOPR-mediated behaviors differently raise tolerance is 
intriguing. Our observations effectively suggest that sustained use o f DOPR-selective 
agonists produce persistent antihyperalgesia while antinociception is lost. In rodents, 
besides a reduction o f antinociceptive properties o f DOPR-selective agonists following 
multiple injections (present study and Tseng et al., 1997, Zhao and Bhargava, 1997, 
Broom et al., 2002), pro-convulsing effects of DOPR agonists, such as SNC-80, were also 
decreased (Comer et al., 1993, Broom et al., 2002, Jutkiewicz et al., 2005). Interestingly, 
Jutkiewicz et al. have shown a conserved antidepressant-like effect induced by SNC-80 
in these animals (Jutkiewicz et al., 2005), therefore suggesting the existence of 
differential behavioral tolerance to delta opioid agonists. Taken together, these 
observations led us hypothesize a decrease in side-effects while antihyperalgesic and
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antidepressant-like properties would be preserved following prolonged administration 
of DOPR-selective agonists.
While performing the experiments described in the present study, a rapid loss of 
deltorphin ll-induced motoric effects in mice was observed following repeated injections 
of this DOPR-agonist. This was confirmed by measuring the effect o f intrathecal 
deltorphin II on rotarod performance indicating that development o f m otor tolerance 
also rapidly appears in this paradigm. This effect was also observed in a study performed 
by Jutkiewicz and co-worker, showing tolerance to  motoric effects induced by SNC-80 
following repeated administrations (Jutkiewicz et al., 2005).
Although the results presented in this study suggest the existence o f opposing 
regulatory mechanisms of tolerance, the experiments were not designed to  resolve this 
issue. Alternatively, absence o f tolerance to DOPR agonists in regard to  treatm ent of 
persistent pain (present study) and anxiety/depression (Jutkiewicz et al., 2005) (as 
opposed to antinociceptive, motoric, and pro-convulsive effects) could be due to  a tonic 
neuronal activity present in these circuits. Indeed, blockade or absence o f DOPR was 
shown to affect the hedonic state of anxiety and depression (Filliol et al., 2000, Saitoh et 
al., 2004, Saitoh et al., 2005), but also the level o f neuropathic pain-induced allodynia 
(Nadal et al., 2006) and the development o f inflammation-induced hyperalgesia 
(Gaveriaux-Ruff et al., 2008). Since we have shown that antihyperalgesic, but not 
locomotor effect, o f deltorphin II was lost in MOPR-KO mice (Gendron et al., 2007b), the 
hypothesis that differential development o f tolerance could be related to  MOPR or 
MOPR/DOPR interaction should not be ruled out.
In conclusion, the present study proves the existence of a dichotomy between 
developments o f tolerance regarding diverse behavioral effects mediated by DOPR 
activation. In particular, we demonstrated a lack o f antihyperalgesic tolerance to delta- 
selective agonists in a model o f peripheral inflammation induced by injection o f CFA into 
the plantar surface of the paw. As opposed to its antihyperalgesic effect, development 
of tolerance to deltorphin II was observed when its antinociceptive properties and
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motoric effects were measured. Rapid loss o f the motoric functions, combined to 
persistent antihyperalgesia induced by deltorphin II imply major therapeutic clinical 
relevance.
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Résumé
Depuis quelques années, une interaction entre les récepteurs opioïdes delta 
(DOPR) et mu (MOPR) a été observée et nos résultats antérieurs ont montré que 
l'expression de MOPR est nécessaire à l'augmentation des propriétés analgésiques des 
agonistes sélectifs pour DOPR. Cependant, les données de la littérature s'opposent 
quant à la coexpression de MOPR et DOPR dans certains neurones. En effet, il a été 
récemment proposé que ces récepteurs sont plutôt ségrégé dans différentes 
populations de nocicepteurs, avec MOPR et DOPR exprimés par les fibres 
peptidergiques et non-peptidergiques, respectivement. Dans la présente étude, le rôle 
et les effets des agonistes DOPR et MOPR dans deux différents modèles ont été 
comparés. À l'aide de souris invalidées pour le gène de la préprotachykynine A (PPTA), 
nous avons d'abord confirmé l'implication de la substance P dans les comportements 
douloureux induits par la formaline et la capsaïcine. Nous avons ensuite mesuré les 
effets de la deltorphine (DOPR) et le DAMGO (MOPR) injectés par voie intrathécale sur 
les comportements douloureux, l'activation neuronale et la relâche de substance P en 
réponse à l'injection de formaline ou de capsaïcine. Nos résultats ont d'abord montré 
que chez les souris déficientes pour la PPTA, la douleur induite par la formaline et la 
capsaïcine est réduite en comparaison avec les animaux de type sauvage, ce qui 
confirme l'implication de la substance P dans la perception de la douleur en réponse à la 
formaline et la capsaïcine. Par ailleurs, nous avons obtenu que la deltorphine et le 
DAMGO diminuent la douleur induite par la formaline et la capsaïcine et que cet effet 
est associé à une réduction du nombre de neurones positifs pour c-fos dans les laminae 
superficielles de la moelle épinière. Finalement, la visualisation de l'internalisation de 
NK1 a révélé que l'activation de DOPR et MOPR diminue efficacement la relâche de 
substance P induite par la formaline et la capsaïcine via une action directe sur les 
afférences primaires. Nos résultats indiquent que DOPR et MOPR se retrouvent à l'état 
fonctionnel sur les nocicepteurs peptidergiques.
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Abstract
Over the past few years, delta (DOPR) and mu (MOPR) opioid receptors have been 
shown to interact with each other. We have previously seen that expression of MOPR is 
essential for morphine and inflammation to potentiate the analgesic properties of 
selective DOPR agonists. In vivo, it is not clear whether MOPR and DOPR are expressed 
in the same neurons. Indeed, it was recently proposed that these receptors are 
segregated in different populations o f nociceptors, with MOPR and DOPR expressed by 
peptidergic and non-peptidergic fibers, respectively. In the present study, the role and 
the effects of DOPR and MOPR selective agonists in two different pain models were 
compared. Using preprotachykinin A knockout mice, we first confirmed that substance P 
partly mediates intraplantar formalin- and capsaicin-induced pain behaviors. These mice 
had a significant reduction in pain behavior, compared w ith  wildtype mice. We then 
measured the effects of intrathecal deltorphin II (DOPR agonist) and DAMGO (MOPR 
agonist) on pain-like behavior, neuronal activation and substance P release following 
formalin and capsaicin injection. We found that both agonists were able to  decrease 
formalin- and capsaicin-induced pain, an effect that was correlated w ith a reduction in 
the number of c-fos-positive neurons in the superficial laminae o f the lumbar spinal 
cord. Finally, visualization of neurokinin 1 (NK1) receptor internalization revealed that 
DOPR and MOPR activation strongly reduced formalin- and capsaicin-induced substance 
P release via direct action on primary afferent fibers. Taken together, our results 
indicate that functional MOPR and DOPR are both expressed by peptidergic nociceptors.
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introduction
Over the past few years, we have described an essential role for the mu opioid 
receptor (MOPR) in regulating the surface density o f the delta opioid receptor (DOPR) as 
well as the analgesic properties o f DOPR agonists (Cahill et al., 2001/Morinville et al., 
2003,Morinville et al., 2004b,Gendron et al., 2006,Gendron et al., 2007b). This essential 
role for MOPR in the emergence o f DOPR's functions was also described by others (Hack et 
al., 2005,Ma et al., 2006). Different hypothesis have been raised to explain the cellular 
mechanisms involved in this phenomenon (Zhang et al., 2006,Cahill et al., 2007). In 
particular, a role for substance P (SP) and its precursor was described (Guan et al., 2005). 
Amongst other putative mechanisms, a physical interaction between MOPR and DOPR was 
proposed. However, whether or not these receptors are expressed in the same cells or 
even in the same subset o f neurons is still unclear and controversial.
It is well known that MOPR are expressed on substance P containing primary 
afferents. However, expression o f DOPR by these neurons has recently been challenged. 
Indeed, using mice expressing an enhanced green fluorescent protein (eGFP)-tagged 
DOPR (eGFP-DOPR knockin mice), Scherrer and colleagues recently showed that MOPR 
and DOPR rarely colocalize in dorsal root ganglion (DRGs) neurons (Scherrer et al., 2009). In 
these mice, they confirmed that MOPR was expressed on small, peptidergic C-fibers but 
found that DOPR was preferentially localized on medium-sized, non-peptidergic primary 
afferents and on large, myelinated neurons (Scherrer et al., 2009). If this segregation of 
MOPR and DOPR in primary afferents are not an artifact purely caused by the large eGFP 
fusion protein which was shown to interfere with expression, trafficking, and functions 
of DOPR (Wang et al., 2008) as well as other receptors (McLean et Milligan, 
2000,Madziva et Edwardson, 2001,McDonald et al., 2007,Roy et al., 2007), then it would 
have a tremendous impact because it implies that MOPR and DOPR cannot physically 
interact and dimerize to  influence each other (for a review see (van Rijn et al., 2010)). 
Even more significant for drug development, it raises the hypothesis that selective
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agonists o f these receptors might affect different pain modalities (it was proposed that 
spinal DOPR activation only inhibits mechanical pain while MOPR activation inhibits heat 
pain) (Scherrer et al., 2009).
As the specificity o f most commercial DOPR antibodies for tissue labeling were 
also questioned (Scherrer et al., 2009), it becomes necessary to clearly establish 
whether DOPR and MOPR could play similar roles for pain relief and if they are 
expressed by the same subset o f neurons. Although they mainly rely on DOPR 
antibodies, various studies suggest that MOPR and DOPR are both expressed on SP- 
containing, unmyelinated nociceptors (Minami et al., 1995,Wang et al., 2010). We 
therefore formed the hypothesis that MOPR and DOPR agonists could modulate the 
activity of these neurons in a similar fashion. In the present study, we used a 
combination o f behavioral tests, immunolabeling, and measurement o f SP release (by 
visualizing neurokinin 1 (NK1) receptor internalization) in rats to  assess and compare the 
ability o f intrathecal deltorphin II (DOPR selective agonist) and DAMGO (MOPR selective 
agonist) to inhibit pain-like behaviors and neuronal activation induced by intradermal 




Preprotachykinin A (PPTA) knockout male ( /'/ TaclTmlBbm, Jackson Laboratory, Bar 
Harbor, Maine, USA) and wild-type female (+/+, Charles River, St-Constant, QC, Canada) 
mice were used to  establish the colony as described previously (Dubois et Gendron, 
2010). An FI generation o f heterozygous (+/ ) mice was used to produce F2 PPTA7' and 
PPTA+/+ littermates, which were then used in our experiments. Mice were genotyped 
using DNA extract from tail samples. Mice were housed in groups o f 2-4 and maintained 
on a 14 h light/dark cycle (06:00-20:00). Laboratory chow and water were available ad 
libitum. Adult male Sprague-Dawley rats (200-240 g; Charles-River, St-Constant, Qc, 
Canada) were maintained on a 12 h light/dark cycle (06:00-18:00). All studies were 
conducted between 07:00 and 12:00 (light cycle). Experiments were approved by the 
animal care committee of the Université de Sherbrooke (protocol #242-10 for rats and 
#080-06 and #242-10 for mice) in compliance with the policies and directives o f the 
Canadian Council on Animal Care and guidelines from the International Association for 
the Study o f Pain. Experiments were designed to minimize the number of animals used 
and their suffering.
Drugs
Deltorphin II (Dit II; American Peptide, Lot #M08048T1, Sunnyvale, CA, USA), a 
peptidic DOPR-selective agonist, was dissolved in sterile saline solution and injected 
intrathecally (i.t.; 10 or 30 pg in 30 pi). DAMGO (Tocris, Ellisville, Ml, USA), a MOPR- 
selective agonist, was diluted in sterile saline and injected i.t. (1 or 10 pg in 30 pi). To 
ascertain drug selectivity, naltrindole (NTI, 50 or 150 nmol; Tocris, Ellisville, Ml, USA) and 
CTOP (6 or 12 nmol; Tocris, Ellisville, Ml, USA) were used as DOPR and MOPR selective 
antagonists, respectively. They were co-injected or injected 5 min prior to agonists.
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Substance P (SP; 22 nmol in 30 ni; Sigma, Oakville, Ontario, Canada) was also dissolved 
in sterile saline solution. The control vehicle used fo r all experiments was i.t. saline.
In all experiments, Dit II and DAMGO were injected i.t. 5 min prior to  intraplantar 
formalin or capsaicin injection or i.t. SP injection. Injections were administered to  non­
anesthetized rats because a pilot study from our laboratory revealed that isoflurane 
anesthesia modified capsaicin-induced pain behavior (not shown). This is consistent 
with recent data showing a direct effect of general anesthetics on TRP channels. Indeed, 
isoflurane was shown to modulate capsaicin-evoked TRPV1 currents (Cornett et al., 
2008,Matta et al., 2008). For both mice and rats, we used a technique previously 
described elsewhere (Fairbanks, 2003) with a >95% success rate. Briefly, a 30g half-inch 
needle mounted on a Luer tip  Hamilton syringe (VWR, Montréal, Qc, Canada) was 
inserted into the L5-L6 intervertébral space (at the level o f the cauda equina), and drugs 
were injected over a 2 sec period of time. Appropriate placement o f the needle was 
confirmed by observing a brief tw itch o f the tail.
Formalin test
Antinociception was assessed using the formalin test as a model o f tonic pain. 
Briefly, 5 min after they received i.t. injection of the drug or the vehicle, rats were 
injected intradermally with 50 pi of a 2% formaldehyde solution (i.e., 5.4% formalin, 
Fisher Scientific, Montreal, QC, Canada) or 50 pi saline (control) into the plantar surface 
of the left hind paw. A volume of 10 pi o f the same solution was used for mice. Animals 
were then immediately placed in a clear plastic chamber (30 X 30 X 30 cm) positioned 
over a mirror angled at 45° to  allow for an unobstructed view o f the paws. Their 
behaviors were then observed for the next 60 min. Intradermal injection o f formalin 
produces a biphasic nociceptive response typical o f this tonic pain model (Tjolsen et al., 
1992,Coderre et al., 1993). Nocifensive behaviors were assessed using a weighted score,
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as described previously (Dubuisson et Dennis, 1977,Coderre et al., 1993). Nociceptive 
mean score was determined for each 3 min block during the recording period by 
measuring the amount o f time spent in each o f four behavioral categories: 0, the 
injected paw is comparable to the contralateral paw and is used normally by the animal; 
1, the injected paw has little or no weight placed on it; 2, the injected paw is elevated 
and is not in contact with any surface; and 3, the injected paw is licked, bitten, or 
flinched. The weighted nociceptive score ranged from 0 to  3 and was calculated by 
multiplying the time (in seconds) spent in each category by its assigned category weight, 
summing these products and dividing by the total tim e for each 3 min block o f time:
Pain rating = (1T1 + 2T2 + 3T3)/180.
The total area under the curve (AUC) was also calculated for each animal. 
Capsaicin test
Antinociception was also assessed w ith capsaicin as a model o f thermal pain. For 
this purpose, 5 min after they received i.t. injection o f the drug or the vehicle, rats were 
injected subcutaneously with 50 pi o f a capsaicin solution (i.e., 10 pg capsaicin w ith 20% 
ethanol and 7% Tween-80 in sterile saline solution) or vehicle solution (20% ethanol and 
7% Tween-80 in sterile saline) into the plantar surface o f the left hind paw. Mice 
received 6 pg o f capsaicin in a total volume o f 10 pi. Animals were observed and their 
pain behaviors were evaluated as described above for the formalin test.
c-Fos expression
Sixty minutes after formalin or capsaicin injection, rats were deeply anesthetized 
and killed by intra-aortic arch perfusion of 4% paraformaldehyde (PFA) in 500 ml 0.1 M 
phosphate buffer (PB, pH 7.4) at 4°C, post-fixed fo r 2 h at 4°C and incubated in 30% 
sucrose in 0.2 M PB for 48 h. The lumbar segment o f the spinal cord was snap-frozen in 
isopentane at -45°C and stored at -80°C until sectioning. Tissues were sectioned on a
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microtome at a thickness o f 30 urn and immunohistochemistry against c-fos was 
performed. Briefly, free-floating sections were washed in PBS and then treated w ith 1% 
hydrogen peroxide. Sections were then incubated in primary antibody solution 
containing 0.3% Triton X-100, 3% goat serum in PBS, and 1:20,000 anti-c-fos (Santa Cruz 
#sc-52, Santa Cruz, CA, USA) for 18 h at 4°C. Sections were then washed in PBS, 
incubated with a biotinylated goat anti-rabbit secondary antibody at 1:400 in PBS fo r 60 
min at room temperature. Sections were then treated using the ABC system (Vector, 
Burlingame, CA, USA) and stained using diaminobenzidine and nickel (Sigma, St. Louis, 
MO, USA).
After dehydration, sections were photographed using a bright-field microscope 
(Leica DM4000B; Leica Microsystems, Toronto, Canada) equipped w ith an InfinityX 
camera (Lumenera, Ottawa, Ontario, Canada). For the quantification o f c-fos labeled 
neurons, each section o f the spinal cord was divided into three regions of interest: 
laminae l-ll, laminae lll-IV and laminae V-VI according to the structure o f the spinal cord 
(Molander et al., 1984), by applying a template over each of the micrographs. The 
number o f c-fos immunoreactive neurons in the three defined regions was determined 
by a blinded observer by averaging the counts made in 8-10 sections per animal from 
three independent experiments and expressed as the mean ± standard error o f the 
mean (S.E.M.).
NK1R internalization
Ten min after injection of formalin, capsaicin or SP, animals were deeply 
anesthetized and killed by intra-aortic arch perfusion o f 4% PFA with 0.18% picric acid in
0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4) at 4°C (500 ml), post-fixed in the same solution for 
1 h at 4°C and incubated in 30% sucrose in 0.2 M PB fo r 48 h. The lumbar segment o f the 
spinal cord was snap-frozen in isopentane at -45°C and stored at -80°C until sectioning. 
Tissues were sectioned on a microtome at a thickness o f 30 nm and 
immunofluorescence labeling o f NK1R was performed. Briefly, free floating sections
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were washed in PBS and then treated with 1% sodium borohydride during 30 min to 
quench autofluorescence produced by unreacted aldehydes and thoroughly rinsed. 
Sections were then incubated in primary antibody solution containing 0.3% Triton X-100 
and 3% goat serum in PBS with anti-NKIR 1:5,000 (Sigma, Oakville, Ontario, Canada) for 
24 h at 4°C. Sections were then washed in PBS and incubated w ith a goat anti-rabbit 
secondary antibody coupled to Alexa fluor 488 (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA) at a concentration of 1:1000 in PBS for 60 min at room temperature.
Images were collected on an Olympus Fluoview 1000 (FV1000) laser-scanning 
confocal microscope (Olympus Canada, Markham, ON, Canada) built around an 1X81- 
ZDC inverted microscope fitted w ith a U Plan S-Apo 60X (1.35 NA) oil immersion 
objective. The amount of NK1R internalization was quantified using a method described 
by others (Mantyh et al., 1995,Abbadie et al., 1997,Honore et al., 1999,Kondo et al., 
2005). This method relies on using an epifluorescence microscope (Leica DM4000B; 
Leica Microsystems, Toronto, Ontario, Canada) to count NK1R immunoreactive neurons 
in lamina I, with and w ithout NK1R internalization, and using this to  calculate the 
percentage of NKlR-positive neurons with internalization. The number o f neurons with 
NK1R internalization was determined by averaging the counts made in 3 animals per 
condition with 15-18 sections per animal and results were expressed as the mean ±
S.E.M. Note that the observer was blinded to  the treatment throughout the counting 
process.
Calculations and statistical analysis
Calculations were done w ith Excel 2007, graphs with SigmaPlot 11.0, and 
statistical analysis was performed w ith Prism Graph Pad 5.1. Data are expressed as the 
mean ± S.E.M. P values are presented in the figure legends.
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Results
Formalin- and capsaicin-induced pain behaviors in PPTA knock-out mice
Injection o f formalin and capsaicin into the hind paw induces the release of 
diverse excitatory neurotransmitters from primary afferent endings located in the dorsal 
horn o f the lumbar spinal cord (Bucsics et Lembeck, 1981,Kantner et al., 1986). To 
evaluate the contribution o f SP to  formalin- and capsaicin-evoked pain behaviors, we 
compared the effects o f formalin and capsaicin in PPTA+/+ and PPTA A mice. In the PPTA 
mice, we and others have shown the absence o f SP-like labeling in the spinal cord 
(Cao et al., 1998,Dubois et Gendron, 2010). In the present study, we observed that, for 
both genotypes, intradermal formalin injection produced a biphasic nociceptive 
response (Fig. 1A; insert), whereas capsaicin-induced pain behavior remained constant 
over more than an hour (Fig. IB; insert). The pain scores measured over the first 15 
minutes following injection of formalin and capsaicin to PPTA +/+ and PPTA mice are 
shown in Figure 1A and IB, respectively. As revealed by the area under the curves 
(AUC), absence o f SP in PPTA mice induced a significant decrease in pain evoked by 
formalin (AUC = 20.6 ± 0.2 vs. 18.3 ± 0.7 fo r PPTA +/+ and PPTA respectively; p=0.0132, 
t=3.008 and df= 10, unpaired t test) and capsaicin during the first 15 minutes (AUC = 17.2 
± 1.6 vs. 10.0 ± 0.7 for PPTA +/+ and PPTA "/_, respectively; p=0.0033, f=4.132 and df= 8, 
unpaired t test). When formalin and capsaicin-induced pain behaviors were analyzed 
over a longer period of time (Fig. 1A and IB; inserts), no further difference was observed 
between the genotypes. These results suggest that SP release is involved, at least to  a 
certain extent, in the early steps o f formalin- and capsaicin-induced pain behaviors and 
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Figure 1. Formalin- and capsaicin-induced pain behaviors in PPTA mice
PPTA and th e ir+/+ littermates were injected with formalin or capsaicin in the 
plantar surface of the hind paw and their pain behaviors were observed fo r 60 min (A 
and B; inserts). A: Intraplantar formalin (10 pi of 5.4% formalin) produced a significant 
increase in pain-related behaviors in PPTA +/+ mice (A) whereas the maximal pain score 
was lowered in PPTA mice during the first few minutes after injection (A). ***, 
pcO.001 two-way ANOVA with Bonferonni post-hoc test. B: Subcutaneous capsaicin (6 
pg in 10 pi) produced a significant increase in pain-related behaviors in PPTA +/+ mice 
(O), an effect that was reduced in P P T A m i c e  over the first 15 minutes o f the test ( • ) .
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**, p<0.01 two-way ANOVA with Bonferonni post-hoc test. Numbers in parentheses 
represent the number of animals per group.
Inhibition of formalin-induced pain behaviors following activation of DOPR and MOPR
In Sprague-Dawley rats, intradermal injection of formalin produced a biphasic 
nociceptive response that is typical of this tonic pain model (Fig. 2A and 2B, O ) .  
Intradermal injection o f the vehicle had no effect (Fig. 2A, V). Intrathecal injection of 
Dit II (10 pg; • )  5 minutes before formalin strongly reduced the total pain score seen in 
the test. This effect was also observed when only the first 15 minutes o f the test were 
analyzed, as confirmed by a significant decrease in the AUC (Fig. 2C; AUC = 2.3 ± 0.8 for 
Dit II vs. 20.9 ± 2.2 for saline; p<0.0001, F=19.3, one-way ANOVA followed by 
Bonferroni's multiple comparison test). Administration o f NTI prior to Dit II ( • )  
reversed, at least partially, the analgesic effects of Dit II when used at a 3:1 molar ratio 
(Fig. 2A and C; AUC = 13.6 ± 1.9 for NTI + Dit II vs. 2.3 ± 0.8 for Dit II). Similarly, i.t. 
DAMGO (1 pg; Fig. 2B and 2C, A) reduced formalin-evoked pain behaviors, an effect 
that was abolished by pre-injection o f CTOP (6 nmol; A), a MOPR selective antagonist 
(Fig. 2B and 2C; AUC = 8.3 ± 2.8 for DAMGO vs. 18.5 ± 1.7 fo r CTOP + DAMGO). These 
results demonstrate that both DOPR and MOPR agonists can reduce formalin-induced 
pain behaviors when injected i.t. and that this effect is present during the first 15 
minutes of the test (highlighted by a gray area in Fig. 2A and 2B), a period o f time during 
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Figure 2. Inhibition o f formalin-induced pain behavior fo llow ing  activation o f DOPR 
and MOPR.
Sprague-Dawley male rats were injected w ith intradermal formalin (50 pi of 
5.4%) in the plantar surface o f the hind paw, and pain behaviors were recorded during 
60 min. A: Unlike intraplantar injection o f saline (V), intraplantar injection o f formalin 
produced a biphasic nociceptive response (O). Intrathecally administered deltorphin II 
(10 pg) produced a decrease in formalin-induced pain behaviors ( • ) .  NTI (50 nmol) 
reversed the effects o f Dit II ( • ) .  B: Intrathecally administered DAMGO (1 pg) produced 
a decrease in formalin-induced pain behaviors (A) compared to saline (O; for reference 
purpose, results presented are the same as in panel A). CTOP co-injection (6 nmol) 
reversed the effects o f DAMGO (A). C: Graphic representation o f AUC for the first 15 
min (highlighted by a grey area in panels A and B) were calculated from data presented 
in panels A and B. *, p<0.05, **, p<0.01 and * * * ,  pcO.OOl one-way ANOVA with 
Bonferonni post-hoc test. Numbers in parentheses represent the number o f animals per 
group.
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Reduction of formalin-induced neuronal activation by DOPR and MOPR agonists
Expression of c-fos is commonly used as a marker o f neuronal activation (Hunt et 
al., 1987,Coggeshall, 2 0 0 5 )  and a positive correlation between formalin-induced pain 
behaviors and c-fos expression was described previously (Gogas et al., 1996). Indeed, 
formalin is known to  induce c-fos expression in spinal dorsal horn neurons (Williams et 
al., 1990), including NK-1 projection neurons (Todd et al., 2 0 0 2 ) .  As seen in Fig. 3A, only 
a few c-fos-positive neurons were found in the spinal cord of control rats injected 
intradermally w ith saline. Conversely, intradermal formalin induced a robust, unilateral 
increase in the number o f c-/os-positive neurons in superficial laminae l-ll o f the spinal 
cord after 1 hour (Fig. 3B; 3 0  ±  2  neurons for saline vs. 7 ± 1 neurons fo r control). 
Intrathecal Dit II (10 pg) decreased the number o f c-/os-positive neurons in laminae I 
and II (Fig. 3C; 14 ± 3 neurons), and this effect was DOPR-mediated because it was 
blocked by NTI (Fig. 3D; 39 ± 3 neurons). DAMGO also significantly reduced the number 
of c-/os-positive neurons in laminae I and II (Fig. 3E; 18 ± 2  neurons), an effect abolished 
by CTOP (Fig. 3F; 3 2  ±  3  neurons). Surprisingly, CTOP administration also caused a 
significant increase in c-fos expression in deeper laminae lll-IV (Fig. 3G; 8 ± 2  neurons for 
saline vs. 2 3  ± 2  neurons fo r CTOP + DAMGO). This could possibly be explained by the 
inhibition of endogenous opioid tone by CTOP (Ossipov et al., 1996,Martin et al., 2 0 0 3 ) .  
The quantitative analysis o f the number of c-/os-positive neurons in laminae l-ll, lll-IV 
and V-VI is shown in Fig. 3G (pcO.0001 and F in terac tio n = 6 .628 , / : t r e a t m e n t = 2 7 . 7 0  and 
i^ammae=47.55, two-way ANOVA followed by Bonferroni's multiple comparison test). 
These results indicate that activation o f DOPR and MOPR both inhibit formalin-induced 
pain behavior by blocking activation of spinal neurons.
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Figure 3. Reduction o f formalin-induced neuronal activation by DOPR and MOPR 
agonists
Sprague-Dawley male rats were injected with intradermal formalin (50 pi o f 5%) 
in the plantar surface o f the hind paw and c-fos expression in the spinal cord was 
observed by immunohistochemistry. When intradermal vehicle was injected, little  c-fos
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expression was observed (A) whereas formalin induced robust c-fos expression (S). C: 
Rats treated with i.t. Dit II (10 pg) 5 min prior to  formalin displayed a significant 
reduction in c-fos expression. D: NTI (50 nmol) reversed the. effects o f Dit II. E: 
Intrathecal DAMGO (1 pg) also produced a reduction in c-fos expression and this effect 
was suppressed by CTOP (6 nmol) (F). CTOP also induced an increase in c-fos expression 
in deeper laminae (F). G: Graphic representation of the number o f c-fos-positive 
neurons. *, p<0.05 and * * * , pcO.OOl two-way ANOVA w ith Bonferonni post-hoc test. 
Numbers in parentheses represent the number o f animals per group.
Inhibition of capsaicin-induced pain behaviors following activation of DOPR and MOPR
Subcutaneous capsaicin binds to and activates TRPV1, which gives rise to pain­
like behaviors such as licking, biting and flinching (Sawynok et al., 2006). In this study, 
we evaluated capsaicin-induced pain score in a similar manner as that used fo r the 
formalin test. As shown in Fig. 4A, injection o f capsaicin in the hind paw induced rapid 
and sustained pain-like behaviors (O), while injection o f vehicle had no effect (V ) .  
Capsaicin-induced pain behaviors were significantly reduced by i.t. injection o f Dit II (10 
pg; • ) ,  at least when the AUC for the first 15 minutes following injection o f capsaicin 
(highlighted by a gray area in Fig. 4A and 4B) was analyzed (Fig. 4A and 4C; AUC = 5.9 ±
1.8 for Dit II vs. 22.5 ± 1.5 for saline; p<0.0001, F=26.77, one-way ANOVA followed by 
Bonferroni's multiple comparison test). This effect was mediated by DOPR, because it 
was completely reversed by NTI (50 nmol; Fig. 4A and 4C; • ;  AUC = 22.3 ± 1.8 for NTI + 
Dit II vs. 5.9 ± 1.8 for Dit II). Similarly, DAMGO was also efficient at reducing capsaicin- 
induced pain behaviors (1 pg; Fig. 4B and 4C; A), an effect that was reduced by pre­
injection o f CTOP (6 nmol; Fig. 4B and 4C; A; AUC = 11.1 ± 2.8 for DAMGO vs. 19.9 ± 1.3 
for CTOP + DAMGO). Taken together, these results show that DOPR and MOPR agonists 



























0 10 20 30 40 SO 60
Time after capsaicin injection (min)
o  Saline (7)
- A -  DAMGO (6)
-a-  CTOP + DAMGO (6)
0 10 20 30 40 50 60
Time after capsaicin injection (min)
83
Figure 4. Inhibition o f capsaicin-induced pain behaviors fo llow ing  activation o f DOPR 
and MOPR.
Sprague-Dawley male rats were injected with subcutaneous capsaicin (15 pg in 
50 pi) in the plantar surface of the hind paw, and pain behaviors were recorded from 0 
to  60 min. The first 15 min were analyzed further. A: No pain behavior was noted in 
rats treated subcutaneously w ith vehicle (V ) .  Conversely, subcutaneous injection of 
capsaicin produced pain behaviors (O) that were decreased by intrathecally 
administered deltorphin II (10 pg) ( • ) .  NTI pre-injection (50 nmol) reversed the effects 
o f Dit II ( • ) .  B: Intrathecally administered DAMGO (1 pg) produced a decrease in 
capsaicin-induced pain behaviors (A). CTOP pre-injection (6 nmol) reversed the effects 
o f DAMGO (A), compared with saline (O ; results presented are the same as in A). C: 
Graphic representation o f A.U.C. obtained from the first 15 min o f panels A and B. *, 
p<0.05 , * * , p<0.01 and * * * , pcO.OOl w ith Bonferonni post-hoc test. Numbers in 
parentheses represent the number o f animals per group.
Reduction of capsaicin-induced neuronal activation by DOPR and MOPR agonists
Subcutaneous capsaicin is also a noxious stimulus that increases c-fos expression 
in dorsal horn spinal cord neurons (Kalezic et al., 2004). In the present study, we 
confirmed that s.c. capsaicin induced a unilateral increase in the number o f c-fos- 
positive laminae l-ll neurons in the lumbar spinal cord when compared to  vehicle- 
treated rats (Fig. 5B versus 5A, but see also Fig. 5G; 49 ± 3 neurons for saline vs. 9 ± 2 
neurons fo r control). Intrathecal Dit II was found to  reduce capsaicin-induced neuronal 
activation (Fig. 5C and 5G; 23 ± 4 neurons). When rats were pre-treated w ith NTI, the 
effect of Dit II was completely abolished. We further observed that NTI pre-treatment by 
itself caused an increase in c-fos expression in deeper laminae V-VI (Fig. 5D and G; 80 ± 8 
neurons for laminae l-ll and 33 ± 7 neurons for laminae V-VI). DAMGO was also found 
to  produce a robust decrease in the number o f c-/os-expressing neurons (Fig. 5E and 
5G; 31 ± 3 neurons), an effect abolished by CTOP (Fig. 5F and 5G; 85 ± 12 neurons). The
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quantitative analysis o f the number o f c-/os-positive neurons in laminae l-ll, lll-IV and V- 
VI is shown in Fig. 5 G  ( p < 0 . 0 0 0 1  and Fm terac tion= 5 . 5 0 2 ,  Ftreatment= 3 4 . 8 1  and F |aminae= 6 3 . 8 2 ,  
two-way ANOVA followed by Bonferroni's multiple comparison test). These results 
indicate that DOPR and MOPR can inhibit capsaicin-induced pain behaviors by blocking 
the activation o f spinal neurons.
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Figure 5. Reduction of capsaicin-induced neuronal activation by DOPR and MOPR 
agonists
Sprague-Dawley male rats were injected with capsaicin (15 pg in 50 pi) in the 
plantar surface o f the hind paw and c-fos expression in the spinal cord was observed by 
immunohistochemistry. When s.c. vehicle was injected in the paw, little  c-fos expression 
was observed (A), whereas capsaicin induced robust c-fos expression (S). C: When rats 
were treated i.t. with Dit II (10 pg) 5 minutes before capsaicin injection, a significant 
reduction in c-fos expression was observed. D: NTI pre-injection (50 nmol, 5 min before 
Dit II) reversed the effects of Dit II but also increased c-fos expression in deeper laminae. 
E: Intrathecal DAMGO (1 pg) also produced a reduction in c-fos expression, and its effect 
was suppressed by a pre-injection of CTOP (6 nmol) (F). G: Graphic representation o f the 
number o f c-fos-positive neurons. *, p<0.05, **, p<0.01 and * * * ,  pcO.OOl two-way 
ANOVA with Bonferonni post-hoc test. Numbers in parentheses represent the number 
of animals per group.
Formalin- and capsaicin-induced NK1R internalization
Following activation of primary afferent fibers by formalin and capsaicin, SP is 
released in the superficial laminae of the spinal cord, where it binds to  and activates 
NK1R. Upon activation, NK1R are rapidly internalized (Mantyh et al., 1995,Abbadie et 
al., 1997,Marvizon et al., 2003,Nazarian et al., 2008). NK1R internalization can therefore 
be used as an indication o f SP release. As shown in Fig. 6A, immunostaining o f NK1R in 
the rat spinal cord revealed intense immunofluorescent labeling in superficial laminae I-
II. In control rats, the NKIR-Iike immunoreactivity is mainly located at the cell surface. In 
animals pre-treated with i.t. saline and intradermal formalin in the left hind paw, the 
NK1R immunostaining in the ipsilateral side appeared to be punctate and was localized 
at the intracellular level in vesicle-like structures in the vast majority o f neurons (Fig. 6C 
and 6N; 77.2 ± 8.3% of laminae l-ll neurons have internalized NK1R), suggesting that 
formalin induced SP-mediated internalization o f NK1R. By contrast, only discrete NK1R
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internalization was observed contralaterally from the formalin injection (Fig. 6B and 6N; 
13.0 ± 5.7%). Intrathecal Dit II (30 pg; Fig. 6D and 6N; 34.1 ± 2.2%) as well as DAMGO (10 
pg; Fig. 6F and 6N; 25.9 ± 3.1%) significantly decreased the proportion o f neurons with 
internalized NK1R (Fig. 6N; p<0.0001, F=32.45, one-way ANOVA followed by 
Bonferroni's multiple comparison test). Note that the effects of Dit and DAMGO were 
respectively blocked by NTI and CTOP (Fig. 6E, G and N). Similar results were obtained 
following intraplantar capsaicin injection. Indeed, capsaicin-induced NK1R 
internalization was observed unilaterally (Fig. 61 vs. 6H; 74.1 ± 9.3% o f ipsilateral laminae 
l-ll neurons have internalized NK1R, compared w ith only 8.7 ± 5.2% in the contralateral 
side). In animals pretreated with 30 pg i.t. Dit II, a significant decrease in the proportion 
of neurons showing NK1R internalization was observed (Fig. 6J and N; 31.9 ± 6.9% of 
ipsilateral laminae l-ll neurons w ith internalized NK1R), an effect also observed following
i.t. injection o f 10 pg DAMGO (Fig. 6L and N; 29.2 ± 3.7%; p=0.0009, F=11.71, one-way 
ANOVA followed by Bonferroni's multiple comparison test). Again, these effects were 
blocked by the selective DOPR and MOPR antagonists NTI and CTOP (Fig. 6K, M and N). 
These results suggest that DOPR and MOPR are both able to inhibit SP release from 
primary afferents.
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NTI + Dit II 30 Mg (3) 
DAMGO 10 Mg (3)
CTOP + DAMGO 10 Mg (3)
o
Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral
Figure 6. Formalin- and capsaicin-induced NK1R internalization
NK1R internalization in the spinal cord o f male Sprague-Dawley rats was 
observed by immunofluorescence. A: In control rats, NKIR-Iike immunostaining was 
clearly visible throughout the superficial laminae o f the spinal cord. Immunolabeling of 
NK1R appeared at the cell surface. Ten min following intradermal injection o f formalin, 
NK1R immunostaining in the ipsilateral side appeared as being inside the cells in vesicle-
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like structures (C). By contrast, NK1R labeling in the contralateral side o f the spinal cord 
remained at the cell surface (B). When Dit II (30 pg) was injected i.t. 5 min prior to 
formalin, a significant reduction in NK1R internalization was observed (D). A similar 
effect was seen when DAMGO (10 pg) was injected i.t. 5 min prior to formalin (£). 
Similarly, capsaicin induced a robust NK1R internalization in the ipsilateral side o f the 
spinal cord (G) but not on the contralateral side (£). Injection o f Dit II (H) or DAMGO (/) 5 
min prior to  capsaicin injection prevented NK1R internalization. J: Graphic 
representation o f the percentage o f neurons w ith internalized NK1R fo r ipsi- and 
controlateral sides. *, p<0.05, **, p<0.01 one-way ANOVA with Bonferonni post-hoc 
test. Numbers in parentheses represent the number o f animals per group.
SP-induced NK1R internalization
To confirm that inhibition o f NK1 receptor internalization was due to  an 
inhibition o f SP release and not due to  a direct action of MOPR and DOPR agonists on 
NKlR-expressing neurons, SP was injected i.t. in rats pretreated w ith Dit II or DAMGO. 
We observed that i.t. SP injection produced a robust bilateral NK1R internalization, 
compared with control rats (Fig. 7B vs. 7A). Pretreatment w ith 30 pg i.t. Dit II (Fig. 7C) or 
10 pg i.t. DAMGO (Fig. 7D) failed to  prevent i.t. SP-induced NK1R internalization. These 
results indicate that DOPR and MOPR agonists do not interfere with the mechanisms of 
NK1R internalization and further support the observation that i.t. opioid-mediated 
blockade o f formalin- and capsaicin-induced NK1R internalization occurs via the 
inhibition o f SP release from primary afferents.
Figure 7. SP-induced NK1R internalization.
The effects o f Dit II or DAMGO on exogenous SP-induced NK1R internalization 
were verified by immunofluorescence. In control rats, no NK1R internalization was 
observed (A), whereas i.t. injection of SP induced robust NK1R localization in 
intracellular, vesicle-like structures (S). Neither i.t. Dit II (30 pig) nor DAMGO (10 pig) 
treatment 5 min prior to  SP injection was able to block the SP-induced NK1R 
internalization (C and D, respectively). A; scale bar = 20 pm.
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Discussion
In the present study, we investigated the role o f DOPR and MOPR on pain 
behavior, neuronal activation and SP release induced by intraplantar formalin and 
capsaicin. We demonstrated that intrathecally administered DOPR and MOPR agonists 
were able to decrease formalin- and capsaicin-induced pain behaviors as well as to  block 
activation o f spinal cord neurons. By visualizing NK1R internalization, we also showed 
that DOPR and MOPR selective agonists inhibit formalin- and capsaicin-induced SP 
release via direct action on primary afferents. Altogether, our results reveal that DOPR 
and MOPR are both expressed by SP-containing neurons and that activation o f these 
receptors alleviates pain, at least in part, by reducing SP release from primary afferents.
Our group has shown that DOPR-mediated analgesia was increased by morphine 
pretreatment (Cahill et al., 2001,Morinville et al., 2004a,Gendron et al., 2007a) and by 
chronic inflammatory pain (Cahill et al., 2003,Gendron et al., 2007a,Beaudry et al.,
2009). Interestingly, the enhanced analgesic effects of DOPR agonists under these 
conditions was shown to be accompanied by an increase in the expression o f DOPR on 
the cell surface o f spinal cord and DRG neurons (Cahill et al., 2001,Cahill et al., 
2003,Morinville et al., 2003,Morinville et al., 2004a,Gendron et al., 2006). Although the 
exact mechanisms have not been identified, we previously observed that MOPR was 
involved in regulating these processes (Morinville et al., 2003,Morinville et al., 
2004b,Gendron et al., 2007b). At a molecular level, co-expression o f MOPR and DOPR 
within the same structures might be required for MOPR to regulate DOPR trafficking and 
function. Indeed, although MOPR and DOPR were shown to physically interact and 
dimerize in vitro (George et al., 2000,Gomes et al., 2000,Gomes et al., 2004,Hasbi et al., 
2007,Decaillot et al., 2008,Gupta et al., 2010,Kabli et al., 2010), the in vivo co-expression 
of these receptors in the same cells is still a matter of controversy. In mouse DRGs, 
MOPR was shown to be expressed by SP-containing neurons, whereas DOPR was mainly 
found in non-peptidergic neurons (Mennicken et al., 2003,Scherrer et al., 2009). These
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observations are in sharp contrast w ith findings from others suggesting that: 1) DOPR 
physically interacts with the precursor o f SP in DRGs (Guan et al., 2005); 2) DOPR is 
expressed in SP- (Guan et al., 2005,Riedl et al., 2009,Wang et al., 2010,Zhao et al., 2011) 
and CGRP-containing terminals (Overland et al., 2009); 3) DOPR and MOPR mRNA is 
often co-expressed in SP-containing neurons (Minami et al., 1995,Wang et al., 2010); 
and 4) the amount o f MOPR-DOPR hetero-oligomers in DRG neurons is increased by 
morphine treatment (Gupta et al., 2010).
Using formalin and capsaicin as noxious stimuli, the present study aimed to 
investigate the functional role o f MOPR and DOPR and to determine if  these receptors 
are expressed in SP-containing primary afferent nociceptors. Formalin and capsaicin, 
respectively activating TRPA1 (McNamara et al., 2007) and TRPV1 (Caterina et al., 1997) 
ion channels, are known to induce SP release by primary afferents (Mantyh et al.,
1995,Tao et al., 1997,Tao et Zhao, 1997,Honore et al., 1999,Todd et al., 2002,Lao et al., 
2003,Greco et al., 2008). We first evaluated to  what extent SP was involved in formalin- 
and capsaicin-evoked pain behavior. Using mice in which the precursor fo r SP was 
inactivated, we demonstrated that the absence of SP slightly but significantly decreased 
early pain behaviors induced by injection of formalin and capsaicin into the hind paw, an 
effect that has also been noted by others (Cao et al., 1998,Zimmer et al., 1998). 
Interestingly, the difference between normal mice and mice lacking SP was more 
pronounced following injection o f capsaicin than after injection o f formalin. This could 
be explained by the fact that formalin also activates a subset o f sensory neurons in mice 
lacking TRPA1, whereas capsaicin specifically targets C-fibers expressing TRPV1 (Braz et 
Basbaum, 2010).
The analgesic efficacy of intrathecally delivered DOPR (Ossipov et al.,
1996,Hammond et al., 1998,Cahill et al., 2001,Labuz et al., 2003) and MOPR (Murray et 
Cowan, 1991,Hammond et al., 1998,Nishiyama, 2000) agonists in the formalin test has 
been described. The MOPR-selective agonist DAMGO was also shown to  reduce 
capsaicin-induced scratching, biting and licking behaviors (Watanabe et al., 2006). The
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ability of spinally administered DAMGO to inhibit formalin- and capsaicin-induced pain 
behaviors was confirmed in this study. A provocative study by Scherrer and colleagues 
recently suggested that spinal activation o f MOPR in mice specifically inhibits thermal 
hyperalgesia (Scherrer et al., 2009). By contrast, these authors showed that intrathecal 
administration o f a selective DOPR agonist was only efficient at alleviating mechanical 
pain (Scherrer et al., 2009). Our results do not support the latter conclusion. Indeed, we 
demonstrated that intrathecal deltorphin II efficiently blocked formalin- and capsaicin- 
induced pain behaviors, therefore suggesting that activation of spinal DOPR potently 
inhibits TRPA1- and TRPVl-expressing, temperature-sensitive nociceptors. These results 
also further support our previous publications describing the role o f DOPR in alleviating 
thermal hyperalgesia in rodents (Gendron et al., 2007a,Gendron et al., 2007b,Beaudry 
et al., 2009,Dubois et Gendron, 2010).
As shown by others and extensively reviewed by Coggeshall (Coggeshall, 2005), 
we observed that intradermal formalin and intraplantar capsaicin induced a robust 
increase of c-fos expression in spinal dorsal horn neurons. Formalin-induced c-fos 
expression occurs both in NKlR-positive neurons (Doyle et Hunt, 1999,Todd et al., 2002) 
and in neurons located in the close vicinity of SP-containing terminals (Tao et al., 
1997,Tao et Zhao, 1997). MOPR- and DOPR-mediated inhibition of c-fos expression in 
dorsal horn neurons confirmed that intrathecal DAMGO and deltorphin II both potently 
blocked the activation o f neurons in superficial "pain-processing" laminae. These 
observations are in accordance with others who have shown that DOPR and MOPR 
agonists can efficiently decrease formalin-induced c-fos expression associated w ith pain 
behaviors (Hammond et a i,  1998,Labuz et a i,  2003). In this study, we demonstrated for 
the first time that c-fos expression induced by intraplantar capsaicin can be inhibited by 
selective spinal DOPR and MOPR activation. However, it is not possible to  discriminate 
between pre- and post-synaptic effects o f opioids based solely on the inhibition o f pain­
like behaviors and c-fos expression in spinal dorsal horn neurons nor that it is possible to 
conclude that MOPR and DOPR are targeting the same subset of neurons.
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In an attempt to see whether MOPR and DOPR could regulate a common subset 
o f neurons, we decided to focus on evaluating the effects o f MOPR- and DOPR-selective 
agonists on SP release. Early studies have shown that peripheral noxious stimuli induce 
the internalization o f NK1 receptors in lamina I neurons (Mantyh et a i,  1995,Abbadie et 
al., 1997). Using NK1R internalization as a tool to evaluate SP release, we demonstrated 
that selective activation o f either MOPR or DOPR was sufficient to abolish formalin- and 
capsaicin-induced SP release. Interestingly, it was observed by others that MOPR 
agonists can decrease NK1R internalization induced by paw compression (Kondo et al., 
2005) or intraplantar formalin (Nazarian et al., 2008). Similarly, Kondo et al. (2005) have 
also observed DOPR-mediated inhibition o f mechanical stimulus-induced NK1R 
internalization. Admittedly, one could argue that MOPR and DOPR agonists could 
interfere with the NK1R internalization via direct action on spinal dorsal horn neurons 
that express NK1R. In fact, both MOPR and DOPR agonists efficiently inhibit pain evoked 
by an intrathecal injection of SP in mice (Fairbanks et al., 2000), revealing a direct action 
o f opioids on second-order spinal cord neurons. In rats, however, MOPR is rarely 
expressed in lamina I projection neurons (Spike et al., 2002,Song et Marvizon, 2003) but 
is actually present in spinal cord SP-containing axon terminals (Aicher et al., 2000). In 
the present study, we confirmed that intrathecal injection o f SP induces robust NK1R 
internalization in lamina I neurons. Because this effect was not prevented by high doses 
of intrathecal deltorphin II or DAMGO, our results strongly suggest that both MOPR and 
DOPR agonists inhibit formalin- and capsaicin-induced NK1R internalization by 
decreasing SP release from primary afferents rather than via action on second-order 
neurons.
Conclusion
The major finding o f this study is that MOPR and DOPR are both expressed by 
peptidergic nociceptors, where they potently inhibit formalin- and capsaicin-induced SP 
release in rat spinal cord. Despite the fact that opioid inhibition of second-order neurons
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might play a significant role in rodents, in humans, DOPR was shown to  be 
predominantly expressed on small-to-medium-sized primary afferents and not by spinal 
cord neurons (Mennicken et al., 2003). Therefore, our results are o f particular 
importance to better understand the molecular and cellular mechanisms involved in the 
regulation o f DOPR and to  unravel its role in pain processing. In conclusion, relying on 
functional evidence (behaviour and NK1R internalization) rather than solely on 
immunolabeling (or colP) o f DOPR the present study clearly demonstrates that MOPR 
and DOPR agonists can act on a same subset o f DRG neurons in vivo, namely SP- 
containing neurons, and can modulate similar pain modalities. Although this was not 
directly addressed in this study, our findings still support the hypothesis that MOPR and 
DOPR might interact/heterodimerize in vivo and that this process could be involved in 
the regulation o f DOPR by MOPR and vice-versa.
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5. D iscussio n
L'ensemble des résultats présentés dans le cadre de ma thèse avaient pour 
objectif général d'approfondir les connaissances disponibles quant aux rôles et à la 
régulation de DOPR et ainsi vérifier l'hypothèse que ce récepteur pourrait représenter 
une cible pour le développement de nouvelles thérapies analgésiques. L'utilisation de 
thérapies alternatives pour le traitement de la douleur chronique s'avère nécessaire 
étant donné les nombreux effets secondaires engendrés par les analgésiques courants. 
Cependant, pour établir de nouvelles cibles thérapeutiques, une connaissance 
approfondie des récepteurs visés est primordiale. Les effets analgésiques des agonistes 
sélectifs pour DOPR, en plus du fait qu'ils produisent moins d'effets secondaires que les 
analgésiques actuellement utilisés en clinique, font de DOPR une cible intéressante dans 
le traitement de la douleur chronique. D'ailleurs, tel que mentionné en introduction, 
l'absence de tolérance analgésique lors d'un traitement avec les agonistes sélectifs pour 
DOPR fait partie des aspects intéressants, du point de vue thérapeutique, de ce 
récepteur. Cependant, aucune donnée de la littérature n'était disponible par rapport à 
l'administration intrathécale d'agonistes sélectifs pour DOPR dans un modèle de 
douleur inflammatoire. Ainsi, les résultats du premier article montrent que les agonistes 
DOPR soulagent l'hyperalgésie thermique induite par l'inflammation et que cet effet est 
conservé lors d'un traitement prolongé. À l'opposé, les effets antinociceptifs et moteurs 
de la deltorphine sont rapidement soumis à la tolérance. La dichotomie observée quant 
au développement de la tolérance pour les effets des agonistes DOPR suggère que des 
mécanismes de régulation différents s'opèrent lors de l'activation soutenue de DOPR.
Par la suite, étant donné la controverse soulevée en 2009, nous avons voulu 
apporter des données complémentaires à la littérature par rapport aux modalités de 
douleurs modulées par DOPR, ainsi que sa localisation dans les neurones des afférences 
primaires. Comme cette étude remettait en doute l'utilisation d'anticorps dirigés contre 
DOPR, nous avons dû adresser nos questions de recherche de façon à contourner
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l'utilisation d'anticorps commerciaux. Ainsi, nous avons montré que la deltorphine et le 
DAMGO, des agonistes sélectifs pour DOPR et MOPR respectivement, inhibent les 
comportements douloureux ainsi que l'activation neuronale (c'est-à dire l'expression de 
c-fos) induits par la formaline ou la capasïcine. De plus, les agonistes DOPR et MOPR 
empêchent la relâche de substance P via l'inhibition des fibres afférentes. Ces résultats 
montrent que les récepteurs opioïdergiques delta et mu sont localisés, entre autres, sur 
les neurones ganglionnaires contenant la substance P. Par ailleurs, puisque les agonistes 
DOPR et MOPR ont des actions similaires sur la relâche de substance P, nos résultats 
proposent une colocalisation de DOPR et MOPR.
Ainsi, nos résultats montrent que les agonistes sélectifs pour DOPR possèdent de 
bonnes propriétés analgésiques dans différents modèles de douleur et que le traitement 
répété avec ces agonistes n'entraîne pas de tolérance antihyperalgésique. À l'opposé, le 
même traitement prolongé entraîne une tolérance pour les effets moteurs et 
antinociceptifs des agonistes DOPR. Cette dichotomie suggère donc qu'il existe des 
mécanismes de régulation différents pour DOPR. Nous proposons l'hypothèse selon 
laquelle la régulation de DOPR se fa it de façon différentielle selon les stimuli, les 
neurones dans lesquels il est exprimé, sa colocalisation avec d'autres récepteurs ou 
neuropeptides et les conditions environnantes des neurones qui l'expriment. C'est la 
combinaison d'une ou de plusieurs de ces conditions qui pourraient expliquer que des 
modifications en apparence opposées puissent se produire chez un même animal. 
Puisque notre deuxième étude suggère que les récepteurs DOPR et MOPR peuvent être 
co-exprimés par les mêmes neurones, une attention particulière sera portée aux 
interactions entre les récepteurs DOPR et MOPR.
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5.1 D ic h o t o m ie  dans  la  r é g u l a t io n  d e  DOPR
Tel que mentionné dans l'introduction, différents stimuli sont connus pour 
augmenter l'efficacité analgésique des agonistes DOPR. Entre autres, les animaux traités 
pendant 48h avec la morphine (Cahill et al., 2001b,Morinville et al., 2003,Gendron et al., 
2007a) et l'inflammation soutenue pour 72h (Cahill et al., 2003,Gendron et al., 
2007a,Gendron et al., 2007b) augmentent l'efficacité analgésique de la deltorphine. 
Cette augmentation des effets des agonistes sélectifs pour DOPR s'accompagne d'une 
augmentation de l'adressage membranaire de DOPR dans les neurones de la moelle 
épinière (Cahill ef al., 2001b,Morinville et al., 2003,Morinville et al., 2004a,Morinville et 
al., 2004b,Gendron et al., 2007a). Dans les neurones des ganglions spinaux, il a été 
montré que l'adressage de DOPR est aussi augmenté, mais dans des populations de 
neurones différentes en fonction du stimulus. En effet, alors que la morphine augmente 
l'adressage de DOPR dans tous les types de neurones de DRG (petits, moyens et large 
diamètre), l'inflammation provoque le recrutement membranaire de DOPR uniquement 
dans les neurones de petit et moyen diamètre (Gendron et al., 2006). De façon encore 
plus sélective, la capsaïcine induit la relocalisation de DOPR à la membrane des 
neurones de petit diamètre, soit ceux qui expriment TRPV1 (Gendron et al., 2006).
Puisque l'inflammation et la morphine sont tous deux connus pour augmenter 
l'adressage membranaire de DOPR, nous pourrions s'attendre à ce que la combinaison 
de ces traitements soit additive par rapport à l'effet analgésique des agonistes sélectifs 
pour DOPR. Cependant, les effets obtenus sont opposées; alors que l'effet 
antihyperalgésique de la deltorphine est augmenté, l'e ffet antinociceptif n'est pas 
différent des animaux témoins (Gendron et al., 2007a), suggérant qu'il existe des 
mécanismes de régulation de DOPR différents selon les conditions d'inflammation et/ou 
traitement avec la morphine. Ces disparités pourraient être expliquées, entre autres, 
par des divergences dans les mécanismes de régulation de l'adressage de DOPR dans ces 
différentes conditions. En effet, lorsque les animaux souffrant d'inflammation sont 
traités pour 48h avec la morphine, l'adressage de DOPR ne se produit plus dans les
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neurones de la moelle épinière (Gendron et al., 2007a). Bien que ces observations 
semblent contradictoires avec l'augmentation de l'efficacité antihyperalgésique chez les 
animaux ayant reçu le CFA et la morphine, ils pourraient refléter la perte d'efficacité 
antinociceptive observée chez ces mêmes animaux. Ces résultats suggèrent que l'action 
des agonistes sélectifs pour DOPR se ferait sur des populations de neurones distinctes 
donnant lieu à des effets analgésiques différents (antihyperalgésie vs antinociception). 
Les effets antinociceptifs des agonistes DOPR pourraient être médiés par les neurones 
de la moelle épinière tandis que les effets antihyperalgésiques de la deltorphine le 
seraient via les neurones des ganglions spinaux (voir le Tableau 2 pour une synthèse).
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Tableau 2 : Tableau de l'adressage de DOPR et des effets de la deltorphine dans 
différents modèles animaux. La comparaison des résultats obtenus dans les études 
mentionnées précédemment permet de constater que la régulation de DOPR se fait 
différemment selon les conditions expérimentales, entraînant des modifications dans les 
effets obtenus avec les agonistes DOPR. La dichotomie ainsi mise en évidence suggère 
que des mécanismes de régulation opposés s'opèrent selon les populations de neurones 
concernées. (P : petits neurones de DRG, M : moyens neurones de DRG, L : gros 
neurones de DRG, N/D : données non disponibles)
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Dans notre étude portant sur le développement de la tolérance analgésique, 
nous avons observé une dichotomie dans le développement de la tolérance analgésique 
aux agonistes sélectifs pour DOPR. De façon similaire aux modifications apportées par la 
combinaison de l'inflammation et de la morphine, les propriétés antihyperalgésiques 
sont conservées alors que l'effet antinociceptif de la deltorphine est diminué lors d'un 
traitement prolongé. Bien que le développement de la tolérance et l'adressage 
membranaire de DOPR soient deux phénomènes apparemment distincts, il est probable 
que des similitudes existent dans ces mécanismes. Nos résultats, en accord avec l'étude 
portant sur l'e ffet de la combinaison de la morphine et de l'inflammation sur l'adressage 
de DOPR (Gendron et al., 2007a), suggèrent que les neurones impliqués dans les effets 
antihyperalgésiques des agonistes DOPR ont un mécanisme de régulation de DOPR 
permettant la localisation membranaire soutenue du récepteur, même en cas 
d'inflammation et de morphine ou de stimulation prolongée, alors que les neurones 
responsables des effets antinociceptifs de la deltorphine auraient une régulation de 
DOPR favorisant particulièrement son internalisation ou sa désensibilisation.
5.2 N écessité  d e  MOPR d ans  les effets  d e  DOPR
Une des hypothèses qui pourrait expliquer les différences de régulation de DOPR 
est la présence ou l'absence de MOPR sur ces mêmes neurones. En effet, à l'aide de 
souris invalidées pour le gène codant pour MOPR (MOPR-KO), il a été montré que la 
présence de MOPR est nécessaire pour l'adressage membranaire de DOPR induit par un 
traitement à la morphine (Morinville et al., 2003) ou par l'inflammation (Morinville et 
al., 2004b). Par contre, ces études ne permettent pas de déterminer si les neurones 
influencés par l'absence de MOPR sont les mêmes que ceux exprimant DOPR. D'ailleurs, 
chez les souris MOPR-KO, les effets antihyperalgésiques de la deltorphine sont perdus, 
alors que les effets moteurs sont conservés (Gendron et al., 2007b). Ces résultats 
renforcent l'hypothèse selon laquelle certains effets des agonistes DOPR nécessitent la 
présence de MOPR alors que d'autres en sont indépendants.
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Si l'augmentation des effets antihyperalgésiques de la deltorphine sont 
dépendants de la présence de MOPR, un parallèle intéressant pourrait être fa it avec les 
résultats que nous avons obtenus quant au développement de la tolérance aux 
agonistes DOPR. En effet, puisque les effets antihyperalgésiques de la deltorphine sont 
conservés suite à un traitement prolongé, il se pourrait que la présence de MOPR soit 
impliquée dans le maintien de l'adressage membranaire de DOPR. S'il est vrai, tel que 
proposé ci-haut, que les effets antihyperalgésiques de DOPR se produisent via les 
neurones des ganglions spinaux, l'interaction avec MOPR se produirait à ce niveau. 
Cette hypothèse serait d'ailleurs renforcée par les résultats de notre deuxième étude 
puisqu'il semble que MOPR et DOPR soient localisés dans une même population de 
neurones des afférences primaires. À l'opposé, la tolérance observée pour les effets 
moteurs de la deltorphine pourrait s'expliquer par l'absence de MOPR ou de 
coopération entre les récepteurs MOPR et DOPR au niveau de la moelle épinière, 
réduisant les possibilités d'adressage membranaire. Un résumé des modifications de 
l'adressage de DOPR et des effets des agonistes DOPR se trouve dans le Tableau 1.
5.3 C o lo c a lis a tio n  des ré c e p te u rs  o p io ïderg iques  mu e t  d e l t a
Dans le cadre de notre étude portant sur les effets des récepteurs DOPR et 
MOPR sur la libération endogène de substance P, nous avons montré que ces deux 
récepteurs ont la capacité d'empêcher la relâche de substance P provenant des 
afférences primaires. Bien que cette étude n'ait pas été conduite dans le but de 
déterminer si ces récepteurs sont localisés sur les mêmes neurones, nos résultats 
suggèrent qu'ils sont à tout le moins exprimés sur une même sous-population de 
neurones.
Dans la majorité des études portant sur la colocalisation de MOPR et DOPR, les 
résultats ont montré qu'ils sont coexprimés dans les neurones de DRG (Arvidsson et al., 
1995a,Ji et al., 1995,Wang et Wessendorf, 2001). Par contre, une étude récente a remis 
en question ces notions. En effet, il a été montré que chez les souris exprimant DOPR-
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eGFP une très faible proportion des neurones de DRG exprime à la fois MOPR et DOPR 
(Scherrer et al., 2009).
Bien que ces données semblent contradictoires à première vue, elles permettent 
tout de même de soulever l'hypothèse selon laquelle les neurones des afférences 
primaires ont des patrons d'expression hétérogènes pour les récepteurs opioïdergiques 
mu et delta. Cette hypothèse permettrait d'expliquer les différences observées dans le 
développement de la tolérance pour les effets des agonistes sélectifs pour DOPR. En 
effet, des études récentes ont permis de quantifier les proportions de neurones de DRG 
de rat coexprimant ou non les récepteurs mu et delta. Il a ainsi été montré qu'une 
grande proportion des neurones positifs pour MOPR expriment aussi DOPR, mais que 
certains neurones n'expriment qu'un seul des deux récepteurs (Rau et al., 2005,Wang et 
al., 2010). Ces patrons d'expression pourraient être responsables de la régulation 
différentielle de DOPR, donnant lieu à une dichotomie dans le développement de la 
tolérance aux effets analgésiques des agonistes sélectifs pour DOPR.
5 .4  P o ss ib ilités  d 'in te ra c tio n s  d ire c te s  e n t r e  ré c e p te u rs
En plus d'être localisés dans les mêmes cellules, les récepteurs opioïdergiques 
delta et mu sont connus pour interagir physiquement in vitro  (George et al., 
2000,Gomes et al., 2000,Gomes et al., 2004,Hasbi et al., 2007,Decaillot et al., 
2008,Gupta et al., 2010,Kabli et al., 2010). In vivo, il a été montré que MOPR et DOPR 
peuvent être coimmunoprécipités dans la moelle épinière de souris (Gomes et al., 
2004,Xie et al., 2009,He et al., 2011). Plus récemment, un anticorps dirigé contre 
l'hétérodimère mu/delta a été généré et les résultats ont montré qu'il reconnaît les 
dimères présents dans différentes régions du cerveau ainsi que dans les neurones de 
ganglions spinaux (Gupta et al., 2010). La formation d'hétérodimères mu/delta influence 
l'adressage de DOPR (Gomes et al., 2004,Decaillot et al., 2008,Kabli et al., 2010,He et al., 
2011) et en situation de traitement prolongé avec la morphine, la dimérisation de 
récepteurs opioïdergiques delta et mu est augmentée (Gupta et al., 2010,Golebiewska
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et al., 2011). Pour le moment, les données de la littérature ne permettent pas de 
déterminer précisément dans quels neurones de DRG la dimérisation se produit, mais ce 
phénomène pourrait ne survenir que dans certains neurones. Ceci permettrait une 
régulation de l'adressage de DOPR différente selon les populations de neurones, 
donnant lieu à la dichotomie observée dans les effets analgésiques des agonistes 
sélectifs pour DOPR.
Des interactions entre DOPR et les récepteurs adrénergiques (AR) pourraient 
aussi être responsables de l'adressage de DOPR. En effet, il est connu que DOPR et a 2A- 
AR sont colocalisés dans les neurones des afférences primaires de rat (Riedl et al., 2009) 
et de souris (Overland et al., 2009). De plus, il a été montré que lorsque la deltorphine 
est coinjectée avec des agonistes des récepteurs adrénergiques tels que la prazocine 
(Stone et al., 1997), le UK 14,304 (Stone et al., 1997) ou la moxonidine (Fairbanks et al.,
2000), l'effet analgésique obtenu est synergique lors du test de douleur induite par la SP 
intrathécale. C'est la sous-unité a 2A-AR qui est responsable de la synergie avec la 
prazocine et le UK 14,304 (Stone et al., 1997), alors que a 2C-AR est impliqué dans les 
interactions DOPR/AR induites par la moxonidine (Fairbanks et al., 2002). D'ailleurs, de 
façon intéressante, il a été montré que chez les souris déficientes pour a 2c-AR 
l'efficacité antinociceptive de la deltorphine est diminuée, ce qui confirme le rôle des 
récepteurs adrénergiques dans la fonction de DOPR (Stone et al., 2007). De plus, des 
travaux publiés en 1999 ont montré que l'ARNm de la sous-unité a 2C-AR se retrouve 
dans les cornes dorsales de la moelle épinière de rat et que cette expression n'est pas 
modifiée par l'axotomie péripéhrique (Shi et al., 1999). Ces résultats suggèrent que 
l'ARNm de a 2C-AR présent dans la moelle épinière provient des neurones intrinsèques et 
non des afférences primaires. Cependant, une étude publiée en 2009 a montré que les 
terminaisons des afférences primaires de rat, le récepteur opioïdergique delta est 
localisé dans les neurones contenant la substance P qui expriment la sous-unité a 2A-AR 
et non oc2C-AR (Riedl et al., 2009). Bien que ces résultats semblent contredire 
l'hypothèse selon laquelle une interaction directe entre DOPR et a 2c-AR soit
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responsable des effets de DOPR, il se pourrait que ce soit plutôt une interaction tissus- 
dépendante qui ait lieu. Ainsi, il est possible que DOPR soit colocalisé avec a 2A-AR dans 
les DRG alors que la sous-unité a 2c-AR soit retrouvée avec DOPR dans les neurones de la 
moelle épinière. Cette nouvelle hypothèse permettrait de concilier les résultats obtenus 
par imagerie ainsi que l'effet de l'absence de a 2C-AR dans l'analgésie médiée par DOPR.
5.5 M écanism es  in t r a c e l l u l a ir e s
5.5.1 En  absence d e  l ig a n d
Il a été montré qu'un niveau de base du cycle endocytose/exocytose est présent 
dans les cellules au repos. En effet, l'utilisation de chloroquine (inhibiteur de la 
dégradation lysosomiale) (Ko et al., 1999) ou d'oxyde de phénylarsine (inhibiteur de 
l'endocytose) (Gaudriault et al., 1997) modifie la quantité de DOPR présent à la surface 
cellulaire. Ainsi, il se pourrait que ce soit plutôt le fait de favoriser une partie de la 
boucle de régulation de l'adressage de DOPR qui permettrait de moduler la quantité de 
récepteurs membranaires. La tolérance serait alors associée à l'augmentation de 
l'endocytose de DOPR alors que l'adressage du récepteur impliquerait de favoriser son 
exocytose. Cette explication renforcerait l'hypothèse selon laquelle des mécanismes 
communs permettent d'expliquer les similitudes observées quand à la régulation de 
DOPR suite à l'inflammation combinée avec un traitement morphinique et celle qui se 
produit en réponse à une stimulation prolongée avec les agonistes DOPR. Dans certains 
neurones (ceux impliqués dans les effets moteurs de la deltorphine par exemple), la voie 
de l'endocytose serait favorisée, réduisant la quantité de DOPR membranaire ainsi que 
les effets de la deltorphine. D'autre part, dans les neurones responsables des effets 
antihyperalgésiques de la deltorphine l'exocytose serait principalement favorisée et 
permettrait de maintenir une quantité de DOPR à la membrane cellulaire suffisante 
pour observer les effets des agonistes.
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5.5.2 Su it e  à la  l ia is o n  d ’u n  l ig a n d
La stimulation continue des récepteurs couplés aux protéines G entraîne souvent 
une diminution des effets des agonistes pouvant être associée à la tolérance (Harris et 
Williams, 1991). Ceci est dû entre autres à des adaptations au niveau du récepteur ainsi 
qu'aux voies de signalisation descendantes. Bien que la tolérance induite par l'activation 
prolongée d'un RCPG et l'adressage membranaire de celui-ci (par exemple lors d'une 
situation d'inflammation combinée à un traitement avec la morphine) consistent en des 
mécanismes a priori distincts, il se pourrait qu'il s'agisse en fait d'un cycle de contrôle 
permettant la régulation des RCPG.
Lorsqu'un RCPG est activé par son ligand, s'en suit rapidement un changement 
de conformation qui permettra le recrutement de kinases puis la phosphorylation du 
récepteur. C'est aussi le cas pour DOPR dont la phosphorylation se fa it par GRK (Pei et 
al., 1995,Hasbi et al., 2000,Shapira et al., 2001,Lowe et al., 2002,Varga, 2003), sur le 
résidu Ser363 (Navratilova et al., 2005). Il s'agit en fait de la première de trois 
phosphorylations successives dont la nécessité pour la régulation de DOPR reste 
controversée. Alors que certains ont montré que la phosphorylation est nécessaire à 
l'internalisation et à la désensibilisation de DOPR (Kramer et al., 2000,Whistler et al.,
2001), d'autres ont observé que la phosphorylation doit précéder l'internalisation mais 
n'intervient pas dans les processus de désensibilisation (Law et al., 2000a).
Il existe cependant des évidences dans la littérature qui montrent que certains 
ligands pour DOPR n'entraînent pas l'internalisation du récepteur. En effet, il a été 
montré que le ARM390 ne provoque pas l'internalisation de DOPR (Marie et al., 
2003,Pradhan et al., 2009). Dans l'étude réalisée par Pradhan et collaborateurs, les 
auteurs ont comparé l'ARM390 au SNC80, qui induit l'internalisation de DOPR, et ont 
obtenu que seul le SNC80 est soumis à de la tolérance lors d'injections aiguës (2 
injections consécutives, séparées de 4h) (Pradhan et al., 2009). Dans une étude 
subséquente, les auteurs ont montré que lorsque des animaux sont traités de façon 
prolongée avec les SNC80 ou l'ARM390, il y a développement de tolérance analgésique
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dans les deux cas. Par contre, ils ont obtenu que seul le SNC80 injecté de façon répétée 
entraîne le développement de la tolérance aux effets locomoteurs et anxiolytiques 
(Pradhan et al., 2010). À nouveau, ces résultats mettent en lumière l'existence de 
plusieurs mécanismes de régulation de DOPR. Dans l'exemple d'effets ligands- 
dépendants, il se pourrait que ces effets soient dus à des changements de conformation 
de DOPR, permettant le recrutement de partenaires intracellulaires différents, ce qui 
conduirait à des voies de régulation distinctes. D'ailleurs, c'est ce qu'une étude publiée 
très récemment a montré en comparant le SNC80 et le DPDPE. En effet, le SNC80 
entraîne le recrutement de la sous-unité GPy, ce qui stabilise l'interaction avec la P-arr2 
et entraîne peu de recyclage et une désensibilisation accrue de DOPR. À l'opposé, le 
DPDPE permet une interaction transitoire de DOPR avec la P-arr2 ainsi que le recyclage 
efficace de DOPR se traduisant par une diminution de la désensibilisation de DOPR 
(Audet et al., 2012). Par ailleurs, il est possible que certains ligands se lient 
préférentiellement à DOPR lorsqu'il est exprimé sous forme de dimère MOPR/DOPR, 
alors que certains ligands lieraient plutôt DOPR monomérique ou assemblé en 
homodimère.
Dans le cas où un ligand de DOPR entraîne son internalisation, ce phénomène se 
produit suite au recrutement de p-arrestines ((3-arr) (Kovoor et al., 1999,Cen et al., 
2001a,Cen et al., 2001b,Zhang et al., 2005,Zhang et al., 2008) via la portion C-terminale 
du récepteur (Chu et al., 1997,Cen et al., 2001a,Cen et al., 2001b,Walwyn et al., 2006), 
ce qui engendre le recrutement de clathrine pour la formation d'endosomes. Dans une 
même cellule, deux récepteurs peuvent être stimulés et emprunter des voies 
d'endocytose différentes. C'est notamment le cas pour DOPR et KOPR (Chu et al., 1997). 
Il a aussi été montré que dans les cellules COS7 exprimant DOPR et MOPR, l'application 
simultanée de ligands sélectifs fluorescents entraîne l'internalisation de chacun des 
récepteurs, mais qu'ils sont retrouvés dans des vésicules distinctes (Gaudriault et al., 
1997). En accord avec ces résultats, il a été montré que DOPR s'associe avec P-arrl, alors 
que MOPR ne lie pas les arrestines (Cen et al., 2001a). Il s'agirait par contre d'une 
exception puisque plusieurs études ont montré des interactions entre MOPR et P-arr2
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(Bohn et al., 1999,Bohn et al., 2000,Dang et al., 2011,Groer et al., 2011,Qiu et al., 2011). 
De façon intéressante, une étude a montré que la formation de dimères MOPR/DOPR 
modifie les interactions avec les arrestines. En effet, lorsque les cellules n'expriment que 
DOPR ou MOPR, il n'y a pas de colocalisation des récepteurs avec p-arr2, alors que le 
dimère MOPR/DOPR s'y lie (Rozenfeld et Devi, 2007). Ces données suggèrent donc que 
la régulation de DOPR pourrait se faire de façon opposée dans différentes populations 
de neurones selon les protéines recrutées lors de son activation ou selon la formation 
de dimères MOPR/DOPR.
5.5.3 D é g r a d a t io n  versus  recyclage  de  D O P R
Il est connu que DOPR est principalement dégradé par les lysosomes (Ko et al., 
1999,Tsao et von Zastrow, 2000,Shapira et al., 2001,Tanowitz et Von Zastrow, 
2002,Markkanen et Petaja-Repo, 2008,Zhang et al., 2008), mais qu'il peut aussi être 
acheminé vers les protéasomes pour sa dégradation (Chaturvedi et al., 2001,Petaja- 
Repo et al., 2001,Shapira et al., 2001). Par contre, il est connu que DOPR peut aussi être 
recyclé (Hasbi et al., 2000). En effet, l'activation de DOPR augmente le recrutement des 
p-arrl/2 . Alors que DOPR lie p -a rrl de façon phosphorylation dépendante, la liaison de 
la P-arr2 se produit simultanément mais est indépendante de l'état phosphorylé du 
récepteur. Dans les deux cas, le recrutement des arrestines entraîne l'internalisation de 
DOPR, mais l'achemine dans des voies distinctes. Ainsi, la voie impliquant la P-arrl 
entraîne principalement le recyclage de DOPR, tandis que celle utilisant la P-arr2 mène 
le récepteur à la dégradation protéique (Zhang et al., 2005,Zhang et al., 2008). Ces 
résultats suggèrent donc qu'en conditions favorisant le recrutement de la P-arrl, une 
augmentation ou un maintien des effets des agonistes pour DOPR serait observée, alors 
que le recrutement préférentiel de la P-arr2 causerait une diminution des effets de 
DOPR. Un schéma récapitulatif de ces deux voies est présenté à la Figure 12.
112











Figure 12: Voies de recyclage et dégradation empruntées lors de l'internalisation de 
DOPR. Dans cet article, les auteurs ont montré que lors de l'activation de DOPR, deux 
voies sont empruntées. La première, dépendante de la phosphorylation du récepteur et 
d'une interaction avec P-arrl/2, favorise principalement le recyclage de DOPR. La 
seconde voie est indépendante de la phosphorylation de DOPR mais permet le 
recrutement de la P-arr2 et conduit DOPR à la dégradation protéique. Figure tirée de 
(Zhang et al., 2008).
Des données récentes ont montré l'implication de deux protéines dans le 
recyclage, soit NSF et NHERF. NSF (N-ethylmaleimide sensitive fusion protein) est une 
protéine hexamèrique ATPase impliquée dans le transport et la fusion vésiculaire dans 
les voies d'exocytose et d'endocytose (Brunger, 2001,May et al., 2001), alors que NHERF
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(Na+/H + exchanger regulatory factor), aussi appelée EBP50 (ezrin-radixin-moesin binding 
phosphoprotein-50) est un cofacteur protéique récemment décrit pour être impliqué 
dans le recyclage des RCPG (Voltz et al., 2001). Dans une étude parue en 2004, il a été 
montré que la portion C-terminale de DOPR n'interagit que très peu avec NSF et pas du 
tou t avec NHERF, alors que MOPR n'interagit avec aucune de ces protéines (Heydorn et 
al., 2004). De plus, il a été montré que DOPR ne possède pas les domaines protéiques 
nécessaires à la liaison avec NHERF. Par contre, si ces domaines sont ajoutés par 
mutation du récepteur, le recyclage de DOPR est augmenté (Lauffer et al., 2009). Une 
étude très intéressante publiée récemment a montré que chez les souris invalidées pour 
le gène de NHERF, la morphine ne produit plus d'augmentation de l'e ffe t des agonistes 
DOPR. Ainsi, un traitement prolongé des animaux avec la morphine entraîne une 
augmentation de l'effet de la deltorphine, dépendante de l'activation du récepteur au 
NGF (Nerve Growth Factor) (Bie et al., 2010). L'activation du récepteur du NGF entraîne 
une augmentation de l'expression de NHERF, ce qui suggère que l'adressage 
membranaire de DOPR est causé par une association accrue du récepteur et de NHERF. 
Un schéma récapitulatif de ces modifications est présenté à la Figure 13.
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Figure 13: Implication de NHERF dans l'adressage membranaire de DOPR. Un
traitement avec la morphine entraîne la libération accrue de NGF puis l'activation de son 
récepteur, TrkA. Les cascades de signalisation ainsi activées vont provoquer 
l'augmentation d'expression de NHERF, qui s'associera d'avantage avec DOPR. Cette 
interaction forte favorisera par la suite le recyclage de DOPR. Figure tirée de (Bie et al.,
2010).
Par ailleurs, il a été montré que la portion c-terminale de DOPR interagit avec 
GASP1 (G-protein coupled receptor associated sorting protein) et SNX1 (sorting nexin-1) 
(Whistler et al., 2002,Heydorn et al., 2004). GASP1 est une protéine cytoplasmique 
responsable de l'adressage dans lès lysosomes pour un bon nombre de RCPG (Whistler 
et al., 2002,Heydorn et al., 2004), alors que SNX1 est un membre de la famille des 
nexines, également impliquée dans le trafic cellulaire vers les lysosomes (Wang et al.,
2002), Ces protéines favorisent donc la dégradation de DOPR. Par contre, il a été montré 
que le récepteur opioïdergique mu n'interagit pas avec ces protéines (Whistler et al., 
2002,Heydorn et al., 2004). Dans le cas où une interaction physique entre MOPR et
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DOPR se produirait, il se pourrait que cette association empêche la liaison de DOPR avec 
GASP1 ou SNX1. Cette modification d'interaction permettrait à DOPR d'éviter d'être 
acheminé vers les lysosomes pour être recyclé vers la membrane et permettrait 
d'expliquer l'augmentation de l'adressage membranaire de DOPR dans certaines 
populations de neurones, soit celles où MOPR est coexprimé. Un résumé des protéines 
interagissant avec DOPR se trouve à la Figure 14.
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Figure 14: Implication de SNX1, GASP, NHERF e t NSF dans le cycle 
recyclage/dégradation. Les protéines SNX1 et GASP, lorsqu'associées à DOPR, 
favorisent principalement son adressage dans les lysosomes, alors que NHERF et NSF 
sont plutôt impliquées dans le recyclage de DOPR. Figure tirée de (Heydorn et al., 2004).
L'expression membranaire de DOPR est donc directement liée aux mécanismes 
responsables du triage de DOPR vers les voies de dégradation ou de recyclage. Ces
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résultats indiquent l'existence de plusieurs voies permettant la régulation de DOPR. 
Dans le cas où la quantité de récepteurs serait diminuée, le phénomène de tolérance 
pourrait survenir, alors que dans les cellules pour lesquelles la quantité totale de 
récepteurs présents à la surface cellulaire est augmentée ou inchangée, les effets des 
agonistes delta seraient conservés.
5.5.4 M a t u r a t io n  d u  r éc epteu r
Le récepteur opioïdergique delta est connu pour avoir un processus de 
maturation peu efficace puisqu'uniquement 40% des récepteurs nouvellement 
synthétisés sont exportés à la membrane plasmique, alors que le reste des récepteurs 
sont séquestrés dans le réticulum endoplasmique (RE) (Petaja-Repo et al., 2000) ou 
dirigée vers le cytosol, ubiquitinylés et dégradés dans les protéasomes (Petaja-Repo et 
al., 2001). Les récepteurs qui restent dans le RE pourraient nécessiter une chaperonne 
pour favoriser leur maturation. Les travaux de Tuusa et collaborateurs ont d'ailleurs 
permis d'identifier SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase) comme protéine 
d'interaction de DOPR. Dans le réticulum endoplasmique, SERCA est associée 
principalement à la forme incorrectement repliée de DOPR (Tuusa et al., 2007) et aurait 
pour rôle d'y maintenir les protéines immatures (Tuusa et al., 2010). De plus, SERCA 
servirait de chaperonne pour aider la maturation de DOPR, puisque l'utilisation d'un 
mutant inactif de SERCA diminue la maturation de DOPR.
Par ailleurs, la protéine RTP4 (receptor-transporting protein 4), aussi appelée 
« 28kD interferon responsive protein », a été identifiée comme impliquée dans la 
maturation de DOPR (Decaillot et al., 2008). Dans cette étude, les auteurs ont montré 
que lorsque MOPR et DOPR sont coexprimés, le dimère mu/delta est séquestré dans le 
Golgi. Suite à l'augmentation d'expression de RTP4 par transfection, une augmentation 
de l'adressage membranaire du dimère ainsi qu'une diminution de sa dégradation ont 
été notées. Ces résultats indiquent que la protéine RTP4 participe à l'adressage du 
dimère mu/delta et suggèrent qu'elle intervient dans sa maturation permettant de
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quitter le Golgi. Un schéma de l'implication de RTP4 dans l'adressage du dimère 
DOPR/MOPR est présenté à la Figure 15.
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Figure 15 : Schéma de l'implication de RTP4 dans l'adressage du dimère DOPR/MOPR.
La protéine RTP4 permettrait à DOPR, sous forme de dimère DOPR/MOPR, d'être 
transloqué à la membrane plasmique. Cette association permet donc une augmentation 
de la maturation de DOPR et une diminution de sa dégradation. Figure adaptée de (van 
Rijn et al., 2010)
La maturation de DOPR peut donc être influencée par certaines protéines 
d'interaction à différentes étapes du processus. Il est possible que l'association avec le 
récepteur opioïdergique mu modifie les partenaires d'interaction recrutés au cours des
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étapes de maturation, ce qui aurait pour effet de modifier la quantité de DOPR capable 
de compléter les étapes de maturation et d'être acheminé vers la membrane plasmique.
5 .6  S im ilitu d e s  e t  d iffé re n c e s  e n t r e  l ’in f la m m a tio n  e t  l a  to lé r a n c e  à  l a  m orph ine
L'inflammation et un traitement prolongé avec la morphine sont tous deux 
capables d'augmenter l'adressage membranaire de DOPR dans certaines populations de 
neurones. Des caractéristiques communes entre ces deux états pourraient être 
responsables de leurs effets sur la régulation de DOPR, permettant de poser des 
hypothèses sur les mécanismes précis de l'adressage de DOPR.
5 .6 .1  L ib é r a t io n  d e  n e u r o p e p t id e s
Dans des modèles de douleur inflammatoire, il a été montré qu'il se produit une 
augmentation de la libération de neuropeptides tels que la substance P (Galeazza et al., 
1995,Abbadie et al., 1996,Neumann et al., 1996,Neubert et al., 2000,Ambalavanar et al.,
2006) et le CGRP (Galeazza et al., 1995,Ballet et al., 1998,Ambalavanar et al., 
2006,Huang et al., 2011) par les afférences primaires. De façon similaire, un traitement 
prolongé avec la morphine entraîne une libération accrue de substance P (Ma et al., 
2000,Ma et al., 2001b,Belanger et al., 2002,Gu et al., 2005) et de CGRP (Ma et al., 
2000,Ma et al., 2001b,Yue et al., 2008). Il se pourrait donc que les modifications 
encourues dans la libération de neurotransmetteurs soient en partie responsables de la 
régulation de DOPR. D'ailleurs, des travaux parus en 2005 montrent que l'adressage de 
DOPR nécessite son interaction directe avec le fragment de la substance P de la 
protachykinine (Guan et al., 2005). Cette association aurait lieu dans les vésicules à 
corps dense (LDCV) et permettrait l'insertion membranaire de DOPR lors de la libération 
de substance P et une image représentant leur conclusion est présentée à la Figure 16. 
Par contre, des travaux récents publiés par notre laboratoire ont montré que le 
recrutement membranaire de DOPR induit par l'inflammation se produit de façon
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similaire chez les souris de type sauvage et les souris invalidées pour le gène de la PPTA 
(Dubois et Gendron, 2010). Ces résultats montrent que, contrairement à ceux publiés 
par Guan et ses collaborateurs, l'adressage de DOPR ne dépend pas de l'association avec 
le précurseur de la substance P, du moins en conditions d'inflammation. Par ailleurs, 
certaines études ont montré que DOPR ne se retrouve que rarement dans les LDCV 
(Cahill et al., 2001a,Gendron et al., 2006). Par contre, il est connu que la substance P soit 
colocalisée avec le CGRP dans les afférences primaires (Heym et al., 1990,Ribeiro-da- 
Silva, 1995,Ma et al., 2001a) et il se pourrait qu'en absence de substance P, un 
mécanisme compensatoire puisse servir à augmenter l'adressage membranaire de DOPR 
via la libération de CGRP. Il se pourrait aussi que ce ne soit pas l'interaction physique 
avec la substance P qui soit responsable de l'adressage de DOPR, mais simplement son 
insertion à la membrane lors de la libération de neurotransmetteurs par les vésicules de 
sécrétion.
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Figure 16: Schéma représentant l'hypothèse d'interaction directe entre DOPR et le 
précurseur de la substance P. Dans cet article, les auteurs tirent la conclusion que 
l'interaction physique entre DOPR et la protachykinine est nécessaire à l'adressage 
membranaire de DOPR. Par contre, nos travaux récents montrent que l'adressage de 
DOPR se produit même chez les souris invalidées pour le gène de la substance P. Bien 
que ces résultats soient en contradiction, il se pourrait soit qu'un mécanisme 
compensatoire ait lieu chez ces souris, impliquant plutôt le CGRP dans l'adressage de 
DOPR, ou que la régulation de DOPR ne se produise pas suite à une interaction physique 
avec un neurotransmetteur pour être ainsi inséré à la membrane lors de l'excrétion du 
contenu des vésicules de sécrétion. Figure tirée de (Guan et al., 2005).
5.6.2 R é g u la tio n  d u  r éc epteu r  o p io ïd e r g iq u e  m u
Puisque certains aspects de la régulation de DOPR nécessitent la présence de 
MOPR, il se pourrait que la régulation de ce dernier explique les différences dans 
l'adressage de DOPR. Il a été montré qu'en conditions inflammatoires le récepteur 
opioïdergique mu est régulé à la hausse dans les neurones des ganglions spinaux (Ballet 
et al., 2003,Yamamoto et al., 2008,Huang et al., 2011), plus particulièrement dans les 
petits et moyens neurones (Zollner et al., 2003,Shaqura et al., 2004). Il se pourrait donc 
que ce soit l'augmentation de l'expression de MOPR, en conditions inflammatoires, qui
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permette ainsi l'adressage membranaire de DOPR via la formation de dimères par 
exemple.
De façon intéressante, il a été montré que DOPR est impliqué dans le 
développement de la tolérance à la morphine. En effet, les souris déficientes pour DOPR 
ne développent pas de tolérance pour les effets analgésiques (Zhu et al., 1999) et 
locomoteurs (Chefer et Shippenberg, 2009) de la morphine. De plus, les souris DOPR -/- 
ne développent pas de dépendance physique à la morphine alors que les souris de type 
sauvage le font (Chefer et Shippenberg, 2009). Ces effets ont été confirmés à l'aide 
d'outils pharmacologiques, puisque l'utilisation du naltrindole (NTI), un antagoniste 
sélectif pour DOPR, empêche la tolérance analgésique (Abul-Husn et al., 2007) et la 
dépendance (Billa et al., 2010) induites par la morphine. De plus, il a été montré que 
l'utilisation du NTI entraîne la formation d'homodimères de DOPR dans les 
synaptosomes de neurones hippocampaux (Billa et al., 2010). À l'inverse, une étude 
récente a montré que l'injection de la deltorphine, un agoniste sélectif pour DOPR, 
entraîne l'internalisation, l'ubiquitination et la dégradation de MOPR, ce qui 
s'accompagne d'une diminution de l'efficacité analgésique de la morphine. De plus, les 
auteurs ont montré que ce processus se produit lorsque MOPR est retrouvé sous forme 
de dimère DOPR/MOPR (He et al., 2011). Ces résultats suggèrent donc que la 
dimérisation DOPR/MOPR a des implications différentes pour la régulation de chacun 
des récepteurs en plus de confirmer que des interactions directes se produisent entre 
eux.
5.7 I m p l ic a t io n  des cellules  n o n -n eu r o n a les
Depuis quelques années, un intérêt croissant a été porté vers les interactions 
neurones-glie pour expliquer les phénomènes de douleur chronique et de tolérance aux 
opioïdes. L'étude des cellules gliales a permis de montrer que les astrocytes expriment 
entre autres les récepteurs à la substance P et au CGRP et l'activation de ces récepteurs 
est impliquée dans les changements morphologiques, la prolifération et l'augmentation
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de l'expression de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) par les astrocytes ainsi que 
l'activation microgliale (Nakagawa et Kaneko, 2010). Une fois les cellules gliales activées, 
elles relâchent des cytokines proinflammatoires qui contribuent à l'hyperalgésie induite 
par la douleur chronique ou à la tolérance analgésique due aux opioïdes.
En plus de l'effet de la substance P et du CGRP sur les cellules gliales de la corne 
dorsale de la moelle épinière, il a été montré que ces neurotransmetteurs sont libérés 
directement dans les ganglions spinaux pour avoir une action paracrine sur les cellules 
satellites. Une fois activées, les cellules gliales résidentes libèrent des interleukines qui 
agissent directement sur les neurones de DRG et entraînent une augmentation de la 
libération de substance P et de CGRP (Takeda et al., 2009). Tel que discuté 
précédemment, la relâche de neurotransmetteurs par les fibres afférentes pourrait être 
responsable de l'adressage membranaire de DOPR. Un schéma représentant les 
interactions neurones-glie est présenté à la Figure 17.
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Figure 17: Représentation schématique des interactions entre les cellules neuronales 
et gliales dans la moelle épinière. Les neurotransmetteurs et neuromodulateurs libérés 
par les afférences primaires peuvent activer les neurones de la corne dorsale de la 
moelle épinière en plus des astrocytes et cellules microgliales résidentes. Une fois 
activées, les cellules gliales vont libérer des cytokines proinflammatoires qui seront 
responsables en partie du maintien de la douleur chronique ou de la réduction de 
l'efficacité analgésique des opioïdes. Figure tirée de (Nakagawa et Kaneko, 2010).
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5 .7 .1  En co n d itio n s  de d o u le u r  in f la m m a to ire
En cas d'inflammation, il a été montré que les cellules immunitaires 
habituellement confinées en périphérie arrivent à être recrutées à partir de la 
circulation sanguine vers les nerfs, pour y libérer des cytokines proinflammatoires qui 
activent les cellules gliales des ganglions spinaux (Watkins et al., 2007). Ces cytokines, 
en combinaison avec la substance P et le CGRP libérés par les neurones des afférences 
primaires, vont activer les cellules gliales présentes dans les DRG (Hua et al., 
2005,McMahon et Malcangio, 2009) et, via la libération d'interleukines, contribuer au 
maintien de l'hyperalgésie (Hua et al., 2005,Takeda et al., 2009). En effet, il a été montré 
que la minocycline, un inhibiteur des cellules microgliales, réduit l'hyperalgésie 
thermique induite par l'inflammation (Hua et al., 2005). Ces modifications sont 
apparentes lorsque l'inflammation persiste depuis un certain temps, puisque 
l'augmentation de OX-42 (marqueur d'activation microgliale) ne se produit pas après un 
jour d'inflammation mais apparaît après cinq jours (Schreiber et al., 2008). Un schéma 
représentant l'implication des cellules satellites dans le maintien de l'hyperalgésie 
induite par l'inflammation est présenté à la Figure 18.
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Figure 18: Représentation schématique de l'implication des cellules gliales dans le 
maintien de l'hyperalgésie induite par l'inflam m ation. Les cellules satellites présentes 
autour des neurones des ganglions spinaux sont activées par les substances 
pronociceptives sécrétées de façon paracrine par les afférences primaires. Leur 
activation entraîne une libération d'interleukines responsables de la dépolarisation des 
neurones de DRG et du maintien de l'hyperalgésie induite par l'inflammation. Figure 
tirée de (Takeda et al., 2009).
5.7.2 EN CAS DE TOLÉRANCE À LA MORPHINE
Les interactions neurones-glie ont aussi été étudiées dans des modèles de 
tolérance à la morphine. Il a été montré que lors d'un traitement prolongé avec la 
morphine, les cellules microgliales (Raghavendra et al., 2002,Cui et al., 2006,Tai et al., 
2006,Holdridge et al., 2007,Watkins et al., 2007,Cui et al., 2008,Lewis et al., 2010) et les 
astrocytes (Song et Zhao, 2001,Raghavendra et al., 2002,Watkins et al., 2007,Cui et al., 
2008) sont activés. Cette activation est responsable de la diminution de l'efficacité 
analgésique de la morphine associée à la tolérance puisque des inhibiteurs de 
l'activation gliale restaurent les effets de la morphine (Song et Zhao, 2001,Cui et al., 
2006,Tai et al., 2006,Cui et al., 2008,Lewis et al., 2010). Il a été proposé que 
l'augmentation de l'excitabilité des neurones, induite par les substances relâchées par
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l'activation gliale, soit responsable du développement de la tolérance analgésique 
(Watkins et al., 2007).
5.7.3 Lien avec l'ad ressag e  de DOPR
Si l'activation gliale est impliquée dans les phénomènes de douleur 
inflammatoire et de tolérance à la morphine, il se pourrait qu'elle ait un rôle à jouer 
dans l'adressage de DOPR. Une étude récente a montré que l'activation gliale dans la 
moelle épinière est nécessaire à l'augmentation de l'effet antinociceptif de la 
deltorphine induit par un traitement prolongé avec la morphine (Holdridge et al., 2007). 
En effet, la propentofylline, un inhibiteur de l'activation gliale, renverse les effets de la 
morphine sur les propriétés analgésiques des agonistes DOPR confirmant un rôle des 
cellules gliales dans l'adressage de DOPR. Par contre, le mécanisme précis de 
l'interaction entre les neurones exprimant DOPR et les cellules gliales n'a pas été 
élucidé. Bien que cette étude ait vérifié l'activation gliale dans la moelle épinière, il se 
pourrait qu'elle se produise aussi dans les ganglions spinaux et augmente l'adressage 
membranaire de DOPR à cet endroit. Par ailleurs, l'effet de la propentofylline sur 
l'efficacité antihyperalgésique de la deltorphine n'a pas été mesuré, ce qui aurait pu 
donner des indications quant à la régulation de DOPR en lien avec d'autres propriétés 
analgésiques.
5.8 D iffé re n c e s  d 'expression de DOPR e n t r e  les  espèces
Il est connu qu'il existe des différences entre espèces qui peuvent s'avérer 
importantes dans l'analyse de résultats et la comparaison des résultats d'une étude à 
l'autre, en plus de lim iter la transposition des conclusions vers l'humain. Entre autres, il 
a été montré que les ramifications du nerf sciatique innervent des segments différents 
de la moelle épinière chez le rat et la souris. En effet, chez la souris l'innervation se fait 
principalement au niveau L3-L4 alors que chez le rat ce sont les segments L4-L5 qui
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reçoivent les informations en provenance du nerf sciatique (Rigaud et al., 2008). Par 
ailleurs, il a été montré que chez la souris, les fibres peptidergiques (positives pour SP et 
CGRP) sont négatives pour un marqueur des fibres non-peptidergiques, l'isolectine B4 
(Silverman et Kruger, 1990). Par contre, chez le rat, la ségrégation des neurones 
peptidergiques n'est pas aussi nette que chez la souris puisque plusieurs neurones de 
DRG sont positifs à la fois pour IB4 et SP/CGRP (Price et Flores, 2007). Finalement, tel 
que discuté précédemment, nous avons montré que la deltorphine induit des effets 
moteurs importants et transitoires chez la souris, alors que cet effet est absent chez le 
rat (Beaudry et al., 2009). Ces différences entre espèces pourraient donc être exploitées 
pour mieux comprendre la régulation de DOPR. Par exemple, des disparités dans la 
localisation de DOPR dans certaines populations de neurones pourraient expliquer la 
présence ou l'absence d'effets moteurs des agonistes DOPR chez la souris ou le rat.
En plus des différences existant entre les espèces de rongeurs, des dissimilitudes 
dans la localisation de DOPR ont été observées chez les primates. Chez le singe, il a été 
montré que DOPR est très peu retrouvé dans les neurones de DRG, alors qu'on le 
retrouve dans les neurones peptidergiques chez le rat (Zhang et al., 1998). Ces résultats 
sont cependant contradictoires avec ceux d'une étude phylogénétique publiée par la 
suite (Mennicken et al., 2003). Dans cet article, il a été montré qu'une quantité 
importante d'ARNm de DOPR se trouve dans les DRG de singe. D'ailleurs, des études de 
liaison révèlent une grande densité de sites récepteurs delta dans les cornes dorsales de 
la moelle épinière du singe, suggérant que DOPR est exprimé par les terminaisons des 
afférences primaires nociceptives (Mennicken et al., 2003).
Chez l'humain, DOPR est exprimé presque exclusivement dans les neurones de 
DRG et un marquage prédominant dans la lamina II est observé, correspondant aux 
terminaisons axonales des afférences primaires (Mennicken et al., 2003). Ces données 
sont d'une importance capitale puisque la transposition des connaissances entre les 
modèles animaux utilisés en laboratoire et l'humain pourrait être freinée en raison de 
certaines disparités. Par ailleurs, une meilleure compréhension des différences et
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similitudes entre les animaux et l'humain permettra de mettre sur pied des thérapies 
efficaces chez l'humain.
5.9 ÉTUDES PRÉ-CLINIQUES ET CLINIQUES
Les agonistes DOPR s'étant montrés de bons analgésiques dans divers modèles 
animaux de douleur, des études pré-cliniques ont été entamées. La compagnie Adolor 
Corp a deux composés en phase clinique 2a, ADL5747 et ADL5859, dont ADL5747 est 
présentement à l'étude dans une population de patients souffrant de douleur 
neuropathique post-herpétique (numéro d'essai clinique NCT01058642) . Ces avancées 
vers le développement d'un médicament ayant pour cible DOPR montrent que les 
connaissances fondamentales acquises jusqu'à maintenant ont servi à développer des 
composés utiles au traitement de la douleur chez l'humain.
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6 . Co n c lu sio n  e t  P er spe c tives
En conclusion, il s'avère que les agonistes sélectifs pour DOPR aient de bonnes 
propriétés analgésiques qui pourraient être exploitées pour le traitement de la douleur 
chez l'humain. D'ailleurs, les composés à l'étude chez la compagnie Adolor Corp 
indiquent l'avenue prometteuse des agonistes sélectifs pour DOPR. Leur utilisation 
pourrait permettre le traitement de la douleur chronique puisque les données pré­
cliniques montrent que leur utilisation entraîne moins d'effets secondaires. Ceci corrèle 
bien avec l'absence de tolérance observée dans notre étude.
En plus de posséder des propriétés analgésiques intéressantes, il a été montré 
que DOPR est impliqué dans le soulagement de symptômes dépressifs et anxieux chez 
les animaux (Broom et al., 2002a,Broom et al., 2002b,Saitoh et al., 2004,Jutkiewicz et 
al., 2005a,Saitoh et al., 2005,Perrine et al., 2006,Torregrossa et al., 2006,Trabanco et al.,
2007). Malheureusement, il n'est pas rare que les patients souffrant de douleur 
chronique développent des comorbidités associées telles que l'anxiété et la dépression 
(Benjamin et al., 2000,Meyer-Rosberg et al., 2001). Nous avons d'ailleurs récemment 
développé un modèle animal d'anxiété induite par la douleur chronique (Parent et al., 
2012). Ainsi, un composé capable de tra iter à la fois les symptômes de douleur, 
d'anxiété et de dépression et permettant d'éviter la polythérapie aurait comme 
avantage de diminuer les effets secondaires qui sont cumulatifs lors de l'utilisation de 
plusieurs médicaments.
En terminant, pour que le développement de nouvelles thérapies ayant pour 
cible DOPR puisse se poursuivre de façon efficace, il est d'une importance capitale que 
les connaissances sur la régulation de DOPR soient approfondies. Ainsi, les solutions 
proposées pourront se traduire par des avancées dans le traitement de la douleur chez 
l'humain.
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